PCX 



WELTORGANISATiON FtR GEISTIGES EIGENTUM 
Internationales Bflro 




r^l I iniemauonaies euro ^ rmr-n tntt? 



(51) InternaUonale Patentklassifikation ^ 
C12Q 1/68 



A2 



(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: WO 99/40221 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum: 



12. August 1999 (12.08.99) 



(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP99/00716 

(22) Internationales Anmeldedatum: 3. Fcbruar 1999 (03.02.99) 



(71) (72) Anmeldcr und Erfinder: DAHM, Michael. W. [DE/DE]; 

Gleimstrasse 2, D-81677 MUnchen (DE). 

(72) Erfinder; und , _ 
(75) Erfinder/Anmeldcr (nur fur US): PHELPS .^^^^/n^* 

[US/DEI; Ostpreussenweg 14, D-61118 Bad Vilbel (DE). 
BROCKMEYER, Carsten [DE/DE]; Fellerer Strasse 2, 
D-85354 Frcising (DE). 

(74) Anwalt: LEDERER. KELLER & RIEDERER; Prinzregcnten- 
strasse 16, D-80538 Miinchcn (DE). 



(81) BestimmungssUaten: AL, AM, AT, AU. AZ, BA, BB, B 

BR BY:CA. CH, CN, CU, CZ. DK. EE, ES, Fl, GB, CD. 

ge! gh. cm. hr, hu, id, il, in. is, jp, ke, kg, KP, 

KR, KZ. LC. LK, LR, LS, LT, LU, LV, MD. MG, MK, 
MN, MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, 
SI SK, SL, TJ. m TR. TT, UA, UG, US, UZ, VN, YU, 
ZW, ARIPO Patent (GH, GM, KE, LS, MW, SD, SZ, UG. 
ZW), eurasisches Patent (AM, AZ, BY. KG, KZ, MD. RU, 
TJ, TM), curopaisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE. DK, 
ES n, FR, GB, GR, IE. IT, LU. MC. NL. PT, SE). OAPI 
Patent (BF. BJ, CF, CG, CI, CM, OA, GN, GW, ML, MR, 
NE, SN. TD, TG), 



Veroffentlicht 

Ohne internationaien Recherchenbericht und erneut zu 
verqffentlichen nach Erhalt des Berichts. 



(54) Title: METHOD FOR QUANTITATIVELY ANALYZING TUMOR CELLS IN A BODY FLUID AND TEST KITS SUITED 

THEREFOR 

(54^B«eichnung: VERFAHREN ZUR QUANTITATIVEN BKTIMMUNG VON TUMORZELLEN IN EINER 
(54) Bezcicnn g ^Q^pg^j^USSIGKElT UND DAZU GEEIGNETE TESTKITS 

(57) Abstract 

SSt^aSS^^^ nucleic acid is quantitatively analyzed. The invention also relates to test k.ts su.ted for 

the invented method. 
(57) Zusammenfassung 

Offenbart wird ein Verfahren zur Quantifiziening von Tumoaellen in einer Kdrperflussigkeit. bei dem zuerst die zu «n«"such«n^ 
Proh^^inem VeHren zur A^^ bzw Abreicherung von -nimoizellen untereogen wird und an den angereicherten bzw- abgereicherten 
^lo.^ len ele Reltirdu^hgef^rt wird. bei L die fUr die kaulytische Umereinheit der T^'-n-'^se kodierende mRNA sp^^^ 
ImpS wTtS und anschlieBend die Menge an antplifizierter NukleinsSure quantitativ bestimmt w.rd sow.e dazu gee.gnete Testk.ts. 



LEDIGLICH ZUR INFORMATION 



Codes zur Idcntifizierung von PCT-Vertragssiaaten auf den Kopfbogcn der Schriften, die intemationale Anmeldungcn gemSss dcm 
PCX verdffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Annenien 


FI 


Finnland 


LT 


Liiauen 


SK 


Slowakei 


AT 


OstcfTcich 


FR 


Frankrcich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Austral ien 


GA 


Gabun 


LV 


Lettland 


sz 


Swasiland 


KZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vcreiniglcs Kflnigrcich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnicn-Herzcgowina 


GE 


Georgien 


MD 


Rcpublik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemaligc jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechcnland 




Rcpublik Mazedonien 


TR 


Tflrkci 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungam 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


BR 


Brasilien 


!L 


Israel 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


us 


Vcreinigie Staaten von 


CA 


Kanada 


IT 


It alien 


MX 


Mexiko 




Amcrika 


CF 


Zentralafrikanische Republik 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


uz 


Usbckistan 


CC 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schweiz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugostawien 


CI 


C6te d*l voire 


KP 


Demokratische Volksrcpublik 


NZ 


Neuseeland 


ZW 


Zimbabive 


CM 


Kamenjn 




Korea 


PL 


Polcn 






CN 


China 


KR 


Rcpublik Korea 


FT 


Portugal 






CU 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Rum&nien 






cz 


Tschechischc Rcpublik 


LC 


St. Lucia 


RU 


Russische FOderalk>n 






DE 


Deutschland 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Dincmark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EE 


Estland 


LR 


Liberia 


SG 


Singapur 







wo 99/40221 



PCT/EP99/00716 



Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Tumorzellen in 
einer Korperf liissigkeit und dazu geeignete Testkits 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Quantif izierung von 
Ttunorzellen in einer Korperf lussigkeit bei- dem zuerst die-^zu.. 
untersuchende Probe einem Verfahren zur An- bzw. Abreicherung 
von Tumorzellen unterzogen wird und an den angereicherten 
bzw. abgereicherten Tumorzellen eine Reaktion durchgefiihrt 
wird, bei der die fur die katalytische Untereinheit der 
Telomerase kodierende mRNA spezifisch amplif iziert , und 
anschlieJiend die Menge an amplif izierter Nukleinsaure 
quantitativ bestimmt wird sowie dazu geeignete Testkits. 

Nahezu alle soliden malignen Tumore haben das Potential zur 
Metastasenbildung. Der Frozen der Metastasierung beinhaltet 
die Aussaat maligner Zellen als Mikrometastasen, zumeist auf 
dem Blut- bzw. Lymphweg in entfernte Organe und die 
Ausbildung autonomer Tochtergeschwulste . Das Ausmafl der 
Filiarisierung bestimmt die Prognose eines Tumorleidens . 



Die Anspriiche von Tumorvorsorge- oder Nachsorgeprogrammen 
liegen in der Friiherkennung von Primartumoren bzw. eines 
Rezidivs oder einer Metastasierung noch bevor Metastasen 
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klinisch manifest werden. Dieses Ziel kann bislang mit den 
verfugbaren apparativen Techniken nicht zuf riedenstellend 
erfullt werden, insbesondere gibt es inuner noch eine 
diagnostische Grauzone zwischen dem Nachweis zirkulierender 
Tumorzellen und beginnender Metastasenbildung in Organen. 
Durch die Friihdiagnose zirkulierender maligner Zellen z.B. im 
peripheren Blut eines Tumornachsorgepatienten konnte 
friihzeitig, d.h. noch vor einer manifesten 

Organmetastasierung, eine moglicherweise kurative 

Immunmodulations- oder Polychemotherapie eingeleitet werden. 
Die Quantifizierung der Tumorzellen im peripheren Blut vor 
und nach der Therapie stellt dabei eine wichtige Kontrolle 
dar . 

Die Lebensdauer eukaryontischer Zellen wird entsprechend der 
Telomer-Hypothese durch die Lange der Termini der 
chromosomalen DNA, der Telomere, bestimmt. Telomere spielen 
deshalb nach dieser Theorie die Rolle einer mitotischen Uhr. 
Bedingt durch den Replikationsmechanismus der DNA-Polymerasen 
werden die Telomere nach jeder Zellteilung um die Lange des 
Replikationsprimers verkurzt. Dadurch werden die Chromosomen 
nach jeder Zellteilung kurzer und erreichen nach einer 
bestimmten Anzahl von Zellteilungen eine kritische Lange. Die 
Zellen gehen dann in eine seneszente Phase uber, in der sie 
sich nicht mehr teilen und schliefilich absterben. In einigen 
Fallen kann jedoch dieser Regulationsmechanismus durch ein 
Ribonukleoprotein, die Telomerase, ubergangen werden und die 
Zellen werden immortal. Die Telomerase synthetisiert die bei 
der Feplikation verlorengegangenen Telomersequenzen an das 
5'-Ende der Chromosomen, wobei die RNA-Komponente des 
Proteins (human Telomerase RNA component, hTR) als Matrize 
dient und ein Teil der Proteinkomponente die katalytische 
Untereinheit (human Telomerase Reverse Transcriptase, hTRT) 
bildet . 
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Zu den zellen mit aktiver Telomerase und unbegrenzter 
Lebensdauer im Menschen gehoren vor allem die Keimzellen und 
hamatopoetischen Stanunzellen, die sich wahrend der gesamten 
Lebenszeit eines Individuums teilen konnen. Daruber hinaus 
warden auch in aktivierten B- und T-Lymphozyten des Menschen 
erhohte Telomerase-Aktivitaten gefunden. Neben dieser 
normalen physiologischen Rolle der Telomerase kann in etwa 
90-95% aller menschlichen Tumorgeweben eine erhohte 
Telomerase-Aktivitat gefunden werden. Daher kann die 
Telomerase-Aktivitat von Tumorzellen die Grundlage fur exn 
Nachweissystem fiir disseminierte zirkulierende Tumorzellen m 
Korperflussigkeiten bilden, die potentiell zu Metastasen 
fiihren konnen. 

Die Telomerase ist ein Ribonukleoprotein mit reverser 
Transkriptaseaktivitat [ Shippen-Lentz et al. (1990), Science 
247: 546), das als Matrize eine integrale RNA-Sequenz zur 
unabhangigen DNA-Synthese benutzt [Greider et al . ( 1989). 
Nature 337: 331], mit der neue telomere DNA an die Enden der 
Chromosomen synthetisiert werden. Telomere bestehen aus hoch 
konservierten (TTAGGG)n Tandemsequenzen von ca. 5-15 
Kilobasen (kb) Lange/Zellgenom und haben die Aufgabe dxe 
Chromosomen an der Kernmembran zu stabilisieren und schutzen 
die kodierende genomische DNA vor unkontrollierter 
Rekombination und Degradation [Mehle et al . ( 1994). Cancer 
Res 54: 236]. Wahrend in den niederen Eukaryonten ein 
dynamisches Gleichgewicht zwischen Verkurzung der 
Chromosomenenden und der de novo Synthese von telomeren 
Sequenzen durch die Telomerase postuliert wird, zeigen 
normale humane somatische Zellen eine niedrige oder nicht 
nachweisbare Telomeraseaktivitat . Daruber hinaus ist die 
Telomerase im Gegensatz zu anderen DNA Enzymen nicht 
wachstumsreguliert, denn keine der aktiv prolif erierenden 
Zellkulturen zeigte nachweisbare Telomeraseaktivitat. Einzig 
Keimzellen und fast alle Tumorzellinien [Ohyashiki et al . 
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(1994). Cancer Genet Cytogenet 78s 64; Rogalla et al . (1994). 
cancer Genet Cytogenet 77: 19; Schwartz et al . (1995). Cancer 
75: 1094] und Tumorgewebe (Lunge, [Hiyama et al. (1995). 
oncogene 10: 937; Shirotani et al. (1994). Lung Cancer 11: 
29], Nieren [Mehle et al . (1994). Cancer Res 54: 2 36], 
Ovarien tChadeneau et al . (1995). Cancer Res 55: 2533] und 
Blut [Counter et al. (1995). Blood 85: 2315]) zeigen meflbare 
Telomeraseaktivitat und eine konstante Telomerlange, die 
durch eine unendliche Zahl von Zellteilungen hindurch 
beibehalten wird. Daher kann die Aktivierung der Telomerase 
mit der damit verbundenen Stabilisierung der Telomerlangen 
als kritischer Schritt in Richtung Inmortalisierung von 
somatischen Zellen gewertet werden. 

Feng et al . gelang die Klonierung der integralen RNA-Sequenz 
der humanen Telomerase (hTR), die auf dem distalen Segment 
(q) von Chroinosom 3 kodiert wird. Die Autoren konnten mittels 
kompetitiver Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eine 

signifikante Erhohung der Telomeraseexpression in 
Tumorgeweben sowie in den Keimgeweben gegenuber norma len 
somatischen Zellen belegen [Feng et al. (1995), Science 269: 
1236]. Ein Antisense-Konstrukt der hTR-Sequenz verursachte 
den Zelltod (Apoptose) in transf izierten HeLA-Zellen. Diese 
Daten belegen die stringente Repression der Telomerase in 
somatischen Geweben als auch die Tatsache, dafi malignes 
Wachstum von der Prasenz immortaler Zellen und von der 
Aktivierung der Telomerase abhangig ist. 

Nakamura et al . charakterisierten 1997 einen 
Proteinbestandteil der katalytischen Untereinheit der 
menschlichen Telomerase. Im Vergleich mit der RNA-Komponente 
der menschlichen Telomerase (hTR) korreliert die fur die 
katalytische Untereinheit der menschlichen Telomerase (hTRT) 
kodierende mRNA wesentlich starker mit der 
Telomeraseaktivitat (Nakamura TM, Morin GB, Chapman- KB, 
Weinrich SL, Andrews WH, Lingner J, Harley CB, Cech TR 
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(1997): Telomerase catalytic subunit homologs from fission 
yeast and human. Science 277: 955-9) und ist daniit besser zur 
Krebsdiagnostik geeignet . Meyerson et al . lokalisierten dxe 
hTRT auf dem menschlichen Chromosom 5p und bestatigten die 
Starke Korrelation des hTRT mRNA-Nachweises mit der 
enzymatischen Aktivitat der menschlichen Telomerase (Meyerson 
M, Counter CM, Eaton EN, Ellisen LW, Steiner P, Caddie SD, 
Ziaugra L, Bei jersbergen RL, Davidoff MJ, Liu Q, Bacchetti S, 
Haber DA, Weinberg RA ( 1997): hEST2, the putative human 
telomerase catalytic subunit gene, is up-regulated in tumor 
cells and during immortalization. Cell 90: 785-95). 

Die Standardmethode zur Bestimmung der katalytischen 
Aktivitat der Telomerase ist z.Zt. der TRAP-Assay (Telomeric 
Repeat Amplification Protocol) [Kim et al . Science (1994) 
266: 2011]. Dabei synthetisiert die im Zellextrakt vorhandene 
Telomerase Extensionsprodukte, die anschliefiend in einer 
Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
amplifiziert werden. Eine densitometrische Auswertung der 
Amplifikationsprodukte erlaubt anschlieflend eine 

Quantifizierung der Telomerase-Aktivitat . Die Sensitivitat 
des TRAP-Assays vmrde in Abhangigkeit des Probenmaterials , 
des Versuchslabors und des verwendeten Protokolls mit 4-100 
Zellen/Ansatz angegeben. Da im TRAP-Assay der Rohextrakt von 
lysierten Zellen bzw. Geweben verwendet wird, ist diese 
Methode im hohen Ma/ie storanfallig gegenuber Inhibitoren der 
in der PCR verwendeten DNA-Polymerase (Taq-Polymerase) . 

Der TRAP-Assay wird beispielsweise in der WO 98/02581 zur 
Diagnose von prakanzerosen oder kanzerosen Schaden des 
Cervix, Endocervix, der Vagina oder Vulva eingesetzt. 

Die WO 97/18322 offenbart ein Verfahren zur Quantifizierung 
von Tumorzellen, bei dem zuerst mit der zu untersuchenden 
Probe eine Reaktion durchgefuhrt wird, bei der die RNA- 
Komponente der Telomerase spezifisch amplifiziert wird, und 
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anschlieflend die Menge an^ amplif izierter Nukleinsaure 
quantitativ bestinunt wird. 

Die WO 96/01835 offenbart ebenfalls ein Verfahren zum 
Nachweis der RNA-Komponente der Telomerase in Zellen oder 
Zellproben. 

Trotz der bekannten Verfahren zum Nachweis von Tumorzellen 
besteht weiterhin ein Bedurfnis nach zuverlassigen und 
einfachen Verfahren zur Quantif izierung von Tumorzellen in 
Korperf lussigkeiten. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher, ein Verfahren 
zu entwickeln, mit dem man Tumorzellen in einer 
Korperf lussigkeit quantitativ bestimmen kann. 

Die Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur 
Quantifizierung von Tumorzellen in einer Korperf lussigkeit, 
bei dem zuerst die zu untersuchende Probe einem Verfahren zur 
An- bzw. Abreicherung von Tumorzellen unterzogen wird und an 
den angereicherten bzw. abgereicherten Tumorzellen eine 
Reaktion durchgefuhrt wird, bei der die fur die katalytische 
Untereinheit der Telomerase kodierende mRNA spezifisch 
amplifiziert, und anschliefiend die Menge an amplif izierter 
Nukleinsaure quantitativ bestimmt wird sowie dazu geeignete 
Testkits . 

Bei der Korperf lussigkeit, in der Tumorzellen quanti f iziert 
werden sollen, kann es sich um jede menschliche oder 
tierische Korperf lussigkeit oder um eine Dispersion von 
Zellgewebe handeln. Hierbei handelt es sich beispielsweise um 
Blut, insbesondere peripheres Blut wie venoses oder 
arterielles Blut, Lymphe, Urin, Stuhl, Exsudate, Transudate, 
Spinalfliissigkeit, Samenf lussigkeit , Speichel, Flussigkeiten 
aus natiirlichen oder unnatiirlichen Korperhohlen, Knochenmark 
und dispergiertem Korpergewebe . Bei den Flussigkeiten aus 
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natiirlichen Korperhohlen kann es sich beispieisweise um 
serose Flussigkeiten wie Peritoneal- und Pleuraf lussigkeiten 
handeln, bei den Flussigkeiten aus unnatiirlichen Korperhohlen 
kann es sich beispieisweise um Flussigkeiten aus Zysten 
handeln. 

Bevorzugte Korperf lussigkeiten sind Blut, Knochenmark, 
Lymphe, serose Flussigkeiten aus Korperhohlen sowie Urin, 
wobei Blut und Urin besonders bevorzugt sind. Urin eignet 
sich insbesondere zur Anreicherung von Zellen von 
Blasentumoren . 



Beispieisweise wird peripheres Blut durch Punktion einer 
Arterie, Vene oder Fingerkuppe dem Probanden entnommen und 
nach einem Anreicherungs- bzw. Abreicherungsverf ahren, die in 
der Probe enthaltenen Tumorzellen in einen RNA-Lysispuf f er 
der beispieisweise Harnstoff oder vorzugsweise Guanidinium 
isothiocyanat enthalt, uberfuhrt, um ' eventuell vorhandene 
RNasen zu denaturieren und die Nukleinsauren aus den Zellen 
freizusetzen [siehe z. B. Chomczynski et al . (1987) Anal. 
Biochem. 162, 156]. Die Isolierung der Nukleinsauren aus dem 
stark salzhaltigen Medium des RNA-Lysispuf fers kann 
beispieisweise mittels Siliciumdioxid-Partikel erfolgen, an 
die samtliche Nukleinsauren binden konnen [Boom et al. (1990) 
J. Clin. Microbiol., 29, 495). Danach werden die Partikel mit 
geeignetem Puffer mehrmals gewaschen und die gebundenen 
Nukleinsauren eluiert. Anschliefiend ist es vorteilhaft die in 
der Probe eventuell vorhandene genomische DNA mittels RNase- 
freier DNase in einem geeigneten Puffer zu hydrolysieren, 
damit bei der spateren Amplif izierung der fur die 
katalytische Untereinheit der Telomerase kodierenden mRNA 
keine f alsch-positiven Ergebnisse bzw. ein zu grofies 
Hintergrundrauschen durch falsche Amplif izierungssignale 
aufgrund eventuell noch vorhandener DNA entstehen. 
Anschlieflend erfolgt im allgemeinen eine Inaktivierung der 
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DNase beispielsweise durch PhenolextraktioP und/oder 
Hitzedenaturierung. Vor Oder vorzugsweise nach Behandlung der 
Probe mit DNase kann vorteilhaf terweise noch eine weitere 
Reinigung der in der Probe vorhandenen RNA beispielsweise 
mittels chromatographischer Methoden wie die lonenaustausch- 
Chromatographie vorzugsweise an Kieselgel erfolgen. 

Zur Kontrolle, ob noch eventuell storende genomische DNA in 
der Probe vorhanden ist, kann anschlieflend eine 
Amplifizierungsreaktion mit den unten beschriebenen 
Telomerase-spezifischen Oligonukleotid-Primern durchgefuhrt 
werden, wobei die in der Probe vorhandene RNA vorher nicht in 
cDNA durch eine reverse Transkriptionsreaktion umgeschrieben 
wird. Nur fiir den Fall, dafi die Probe frei ist von 
Telomerase-spezifischer DNA erfolgt keine Amplif ikation mit 
der Folge, dafl keine amplif izierte DNA gemessen werden kann. 

AnschlieBend erfolgt eine Umschreibung der in der Probe 
vorhandenen RNA in cDNA im allgemeinen mit Hilfe der reversen 
Transkriptionsreaktion z. B. mit der AMV reversen 
Transkriptase. Das Verfahren ist allgemein bekannt und 
beispielsweise bei Sambrook et al . , Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, New York Cold Spring Harbor Laboratory. 
1989 beschrieben. In einer bevorzugten Ausf uhrungs form der 
reversen Transkription kann auch eine thermostabile RNA- 
abhangige DNA Polymerase, wie in WO 90/07641 beschrieben, 
verwendet werden. Als Oligonukleotid-Primer fur die reverse 
Transkriptase eignen sich beispielsweise vorteilhaf terweise 
die unten beschriebenen Oligonukleotid-Primer oder Random 
Primer einer bestimmten Lange. 

Die anschlieflende Amplif izierung kann beispielsweise mit 
einer DNA-Polymerase z. B. nach der Polymerase-Kettenreaktion 
(PGR) durchgefuhrt werden (siehe z. B. U.S. Patente Nr. 
4,683,195; 4,683,202; 4,965,188) oder vorzugsweise mit einer 
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. ^ n der isothermalen 

RNA-Polymerase nach z. b- 

Nukleinsauresequenz-basierenden Amplif ikation (NASBA) . In 
jedem Fall benotigt man fur die Araplif izierung spezifische 
Oligonukleotid-Primer, die von der zu amplif izierenden 
Nukleinsaure abgeleitet sind. Bei der vorliegenden Erfindung 
kann jeder beliebige Sequenzabschnitt der fur dxe 
katalytische Untereinheit der Telomerase kodierenden cDNA fur 
die Synthese der Oligonukleotid-Primer verwendet werden. 
Vorzugsweise sind die Oligonukleotid-Primer ca. 20 bis ca. 
40, vorzugsweise ca. 25 bis 35 Nukleotide lang. Das 
Amplifikationsprodukt ist im allgemeinen ca. 100 bis ca. 2000 
Basen, vorzugsweise ca . 200 bis ca. 1500 Basen, insbesondere 
ca. 450 bis ca. 550 Basen lang. Bei dem erf indungsgemafJen 
Verfahren sind insbesondere folgende Oligonukleotid-Primer 
bevorzugt, die aus der Sequenz gemafi Abb. 1 abgeleitet 
wurden : 

7'''CTACCG^^ AAGC 3' (hTRTl)' urid/oder 

5' GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3' (hTRT2), 

wobei hTRTl und/oder hTRT2 gegebenenf alls zusatzlich eine 
Promotorsequenz fur eine RNA-Polymerase enthalten konnen. Der 
Oligonukleotid-Primer hTRTl entspricht dem 5 '-Primer und 
hTRT2 dem 3 '-Primer. Das Amplifikationsprodukt ist 513bp 
lang. Die Primer konnen beispielsweise synthetisch nach der 
Triestermethode hergestellt werden [Matteucci et al . , (1981), 
J. Am. Chem. Soc . , 103, 3185-3191). Als DNA-Polymerase kann 
beispielsweise eine nicht-thermostabile DNA-Polymerase wie 
die T4 DNA Polymerase, T7 DNA Polymerase, E. coli Polymerase 
I Oder das Klenow Fragment von E. coli oder vorzugsweise eine 
thermostabile DNA-Polymerase wie die Taq-Polymerase (siehe z. 
B. U.S. Patent Nr. 4,889,818) verwendet werden. 

Das allgemeine Prinzip der PCR-Reaktion besteht nun darin, 
dafl wahrend mehrerer sich wiederholender Reaktionszyklen die 
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DNA hitzedenaturiert wird und in Anwesenheit geeigneter 
Oiigonukleotid-Primer mit gegenseitiger Orientierung der 
Einzelstrang mit Hilfe der DNA-Polymerase zum Doppelstrang 
wieder erganzt wird. Danach wird der Zyklus wiederholt bis 
sich genugend DNA zur Quantif izierung nach einer der unten 
beschriebenen Methoden gebildet hat. Im allgemeinen sind ca. 
20 bis ca. 40 Zyklen, vorzugsweise ca. 30 bis ca. 35 Zyklen 
ausreichend. 

Bei der NASBA-Methode (auch 3SR-System genannt) wird 
zumindest ein Oligonukleotid-Primer, vorzugsweise hTRT2 
verwendet, der einen Promotor fiir die RNA Polymerase, 
vorzugsweise fiir die T7 RNA Polymerase enthalt [siehe z. B. 
Guatelli et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87, 1874- 
1878 Oder Kievits et al . (1991), J. Virol. Methods, 35, 273- 
286]. Zuerst wird, wie oben bereits naher beschrieben, die 
RNA mit Hilfe eines der oben beschriebenen Oligonukleotid- 
Primer und einer reversen Transkriptase, vorzugsweise der AMV 
reversen Transkriptase, in cDNA umgeschrieben . Das 
Reaktionsprodukt ist ein RNA:DNA-Doppelstrang, dessen RNA- 
Komponente anschlieflend mittels einer RNase, vorzugsweise der 
RNase H, zu einem DNA-Einzelstrang abgebaut wird. Unter 
Verwendung eines der oben beschriebenen Oligonukleotid-Primer 
wird der DNA-Einzelstrang mittels einer DNA Polymerase zum 
DNA-Doppelstrang erganzt. Als DNA Polymerase eignet sich 
vorzugsweise wiederum die AMV reverse Transkriptase, da diese 
Transkriptase nicht nur eine RNA-abhangige DNA 
Polymeraseaktivitat, sondern auch eine DNA-abhangige DNA 
Polymeraseaktivitat besitzt. Das Reaktionsprodukt ist ein 
DNA-Doppelstrang, der den Promotor fiir z. B. die T7 RNA 
Polymerase enthalt. Anschliefiend synthetisiert die RNA 
Polymerase wieder einen sogenannten "antisense" RNA-Strang 
und der Zyklus kann von neuem beginnen. Im allgemeinen smd 
ca. 20 bis ca. 40 Zyklen, vorzugsweise ca. 30 bis ca. 35 
Zyklen ausreichend, um genugend Amplif ikationsprodukt , 
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"=i„vi e-aneo" RNA fur die anschlieflende 
vorzugsweise "antisense kjma, lut <-ix'= 

Quantif izierung zu liefern. 

Fur die Quantifizierung der Amplif ikationsprodukte konnen 
diese beispielsweise mit interkalierenden 

Fluoreszenzfarbstoffen wie beispielsweise Ethidiumbromid 
gefarbt und direkt z. B. in einem Agarose- oder 
Polyacrylamidgel unter ultraviolettem Licht sichtbar gemacht 
und quantif iziert werden. 

Da die zu quantif izierenden Amplif ikationsprodukte jedoch nur 
dann in direkter Korrelation zu der eingesetzten Menge RNA 
stehen, wenn sich die Amplif ikations-Reaktion in einer 
linearen Phase befindet, ist es zum Zwecke der 
Quantifizierung notwendig, den Reaktionsverlauf der 
Amplifizierung zu messen. Dazu miissen die Reaktionsprodukte 
nach jedem Zyklus der Amplifizierung gemessen werden, wobei 
anhand 'des'' Reaktionsverlauf s der lineare Bereich bestiimnt 
wird, in welchem dann mit hinreichender Sicherheit eine 
Quantifizierung vorgenommen werden kann. Es ist somit 
vorteilhaft, wenn die Amplif ikationsprodukte bereits wahrend 
der Amplifizierung markiert werden, und die Kinetik der 
Amplifikation kontinuierlich schon wahrend des 
Amplifikationsvorganges gemessen wird. Dies wird 
beispielsweise bei der TaqMan™-PCR (Hoffmann-La Roche) mit 
Hilfe einer fiir das Amplif ikationsprodukt spezifischen Sonde 
durchgefiihrt. Die Sonde ist an ihrem 3'- und 5 ' -Ende mit 
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen ("Reporter" und 
"Quencher") markiert und liegt wahrend der gesamten PGR im 
Reaktionsgefafi vor. Bedingt durch die 5'-3'- 

Exonukleaseaktivitat der zur Amplifizierung verwendeten DNA- 
Polymerase (AmpiTaq™, Hof fmann-LaRoche) wird wahrend der 
Verlangerung des DNA-Tochterstranges die Sonde hydrolysiert 
und dabei der Quencher vom Reporter getrennt. Dadurch wird 
der Quencheffekt aufgehoben und die vom "Reporter" emittierte 
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Die 



charakteristische Fluoreszenz kann gemessen werden 
intensitat dieser Fluoreszenz ist direkt proportional zu den 
PCR-Produkten, die pro Synthese-Zyklus amplifiziert wurden. 

Als Markierungen eignen sich beispielsweise auch radioaktive 
Markierungen, Biotinmarkierungen, Fluoreszenz- oder 
Elektrochemolumineszenz(ECL)markierungen. Die Markierungen 
tragen in der Kegel die Nukleotide als Ausgangsstof f e fur die 
Amplifizierung durch die DNA- oder RNA-Polymerase . Die 
radioaktiv markierten Amplif ikationsprodukte (z. B. PGR- oder 
NASBA-Produkte) konnen durch Messung der Radioaktivitat, die 
Biotin-markierten Amplif ikationsprodukte uber einen Avidin- 
oder streptavidin-tragenden Farbstoff, die 

fluoreszenzmarkierten Amplif ikationsprodukte mit einem 
Fluorometer und die elektrochemolumineszenz-markierten 
Amplifikationsprodukte mit einem ECL-Detektor nachgewiesen 
werden. Die am meisten bevorzugte Nachweismethode ist jedoch 
die automatische in vitro Hybridisierung, z.B. wie bei der 
TaqManT"-PCR, schon wahrend des Amplif ikationsvorganges . 

im Unterschied zur "Echt-Zeif-Quantif izierung von PCR- 
Produkten wie bei der TaqManTM-PCR ist es auch moglich PCR- 
Produkte mit Hilfe von Verdunnungsreihen zu quantif izieren . 
Dabei wird die RNA bzw. die entsprechende cDNA in 
verschiedenen Verdunnungsstuf en eingesetzt. Dadurch erhalt 
man ahnlich wie bei der "Echt-Zeit "-Quantif izierung eine 
sigmoidale Reaktionskinetik bei der wiederum im Unearen 
Bereich die Amplifikationsprodukte proportional zum 
Ausgangsmaterial vorliegen. Der Nachweis der PCR-Produkte 
wird mit Hilfe von Fluoreszenzf arbstof f-markierten oder 
radioaktiv-markierten Desoxynukleotiden durchgef uhrt , die von 
der DNA-Polymerase wahrend der Amplifizierung direkt in die 
PCR-Produkte eingebaut werden. Desweiteren werden 
Oligonukleotide (sog. Primer, die bei der PGR zur 
initialisierung der Synthese des Tochterstranges notwendig 
sind und nach der PGR in alien Amplif ikationsprodukten am 5'- 
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und 3'-Ende der DNA eingebaut vorliegen) mit bestiimnten 

Molekiilen markiert (beispielsweise Biotin) , um die 
Amplifikationsprodukte nach der PCR mit Hilfe von 
spezifischen Antikorpern oder Streptavidin zu inunobilisieren. 
Diese inunobilisierung kann beispielsweise in einer 
Mikrotiterplatte erfolgen, in der dann mit Hilfe einer 
Molekul-markierten spezifischen Sonde, die an die 
Amplifikationsprodukte hybridisiert , und eines Enzym- 
gekoppelten (beispielsweise einer Peroxidase) Antikorpers 
gegen das Markermolekul der Sonde eine Farbreaktion erfolgt. 
Diese Farbreaktion laJ3t sich anschlieflend photometrisch 
erf assen . 



Das Oligonukleotid fur einen Nachweis durch die in vitro 
Hybridisierung tragt im allgemeinen die oben beschriebenen 
Markierungen, wobei in Verbindung mit der NASBA- 
Amplifizierungsmethode die Hybridisierungsprobe eine 
Elektrochemolumineszenzmarkierung, vorzugsweise eine 

Tris [ 2 , 2-bipyridin]ruthenium[ II ] -Komplexmarkierung tragen 
kann [siehe z. B. van Gemen et al. (1994), J. Virol. Methods, 
49, 157-168]. 

Eine genaue und sensitive Quantif izierung der 
Amplifikationsprodukte kann vorteilhaf terweise auch dadurch 
erreicht werden, dafi eine bestimmte Menge von einer oder 
mehreren bekannten Nukleinsauren ( Standard-Nukleinsauren) co- 
amplifiziert wird [siehe z. B. van Gemen et al. ( 1993), J. 
Virol. Methods, 43, 177-188]. Hierbei wird zu den unbekannten 
Mengen der zu untersuchenden Probe eine unterschiedliche , 
jedoch genau bekannte Menge der co-amplif izierenden Standard- 
Nukleinsaure bzw. -Nukleinsauren beispielsweise in Form einer 
Verdunnungsreihe hinzugegeben und die Amplifikationsprodukte 
der Probe und einer oder mehrerer co-amplif izierender 
Standard-Nukleinsauren in unabhangigen Ansatzen quantitativ 
bestimmt. Ein Vergleich der Mefiergebnisse ergibt die Menge 
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der zu bestimmenden fur die katalytische Untereinheit der 
Telomerase kodierenden mRNA in der Prcbs. 

Vorteilhafterweise wird die co-amplif izierende Standard- 
Nukleinsaure bzw. -Nukleinsauren mit demselben 
Oligonukleotid-Primer amplif iziert wie die zu untersuchende 
Probe und die Amplif ikationsprodukte haben auch im 
wesent lichen die gleiche Lange. Besonders bevorzugt haben die 
co-amplifizierenden Nukleinsauren dieselbe Sequenz wie das 
Amplifikationsprodukt der zu bestimmenden Probe mit Ausnahme 
von ca. 20 Nukleinsauren zwischen den Oligonukleotid-Primer- 
Bindungsstellen, die eine willkiirliche , jedoch bekannte 
sequenz tragen. Dadurch konnen das zu bestimmende 
Amplifikationsprodukt in der Probe von dem co- 
araplifizierenden Amplifikationsprodukt beispielsweise uber 
eine Hybridisierung, wie z. B. bei Sarabrook et al. (supra) 
naher beschrieben, mit entsprechend komplementaren markierten 
Oligonukleotiden unabhangig voneinander quantif iziert werden. 
Insbesondere ist es vorteilhaft, wenn mehrere, vorzugsweise 
drei, verschiedene co-amplif izierende Nukleinsauren in 
unterschiedlichen Konzentrationen der Probe zugesetzt werden, 
da hierdurch die Zahl der sonst einzeln durchzuf uhrenden 
Amplif izierungsreaktionen reduziert werden kann [siehe van 
Gemen et al . (1994) J. Virol. Methods 49 , 157-168]. Es ist 
auch insbesondere bevorzugt, die co-amplifizierenden 
Nukleinsauren bereits zu dem oben beschriebenen RNA- 
Lysispuffer hinzuzugeben, da hierdurch der Einflufi moglicher 
Nukleinsaureverluste bei der nachfolgenden Aufarbeitung der 
Probe ausgeschlossen werden kann. 

Als co-amplifizierende Standard-Nukleinsauren gemaB der 
vorliegenden Erfindung eignen sich vorteilhafterweise RNA- 
Einzelstrang-Sequenzen, die durch in vitro Transkription 
beispielsweise mit der Sp6 oder T7 RNA Polymerase von 
Konstrukten hergestellt werden, die DNA oder cDNA der zu 
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amplifizierenden Probe enthalten und die jeweils mit einem 
randomisierten Sequenzaustausch von beispielsweise ca. 10 bis 
ca. 30, vorzugsweise ca. 20 Nukleotiden ausgestattet sind. 



Lnem 



Die Konstrukte bestehen bevorzugterweise aus ei 
Transkriptionsvektor mit einer Bindungsstelle fur die Sp6 
Oder T7 RNA Polymerase zwischen einer sogenannten "Multiple 
Cloning Site", in welcher die DNA oder cDNA der zu 
aroplifizierenden Probe kloniert worden ist. Durch eine 
selektive Hydrolyse mit Restriktionsendonukleasen, 
vorzugsweise mit zwei verschiedenen 

Restriktionsendonukleasen, kann die klonierte Sequenz 
geoffnet und ein Stuck einer bestimmten Lange 
herausgeschnitten und durch ein gleich langes Stuck 
beispielsweise mit Hilfe der T4 Ligase ersetzt werden. Das 
klonierte Stiick kann einen Sequenzaustausch beliebiger Lange, 
beispielsweise ca. 10 bis ca. 30, vorzugsweise ca. 20 
Nukleinsauren enthalten und liegt vorzugsweise zwischen den 
Oligonukleotid-Primer-Bindungsstellen. Diesen Vorgang kann 
man wiederholen, um an gleicher Stelle Insertionen mit 
anderen Nukleinsaure-Sequenzen vorzunehmen. Lassen sich keine 
geeigneten Schnittstellen finden, z. B. weil auch im Vektor 
geschnitten wird, mussen kiinstliche Schnittstellen geschaf fen 
werden. Dies kann beispielsweise mittels rekombinanter PGR 
geschehen, die im wesentlichen bei Higuchi et al . [Higuchi, 
R. (1988). Nucleic Acid Res 16: 7351-7367; Higuchi, R. 
(1990). M. innis A. et al . eds . San Diego, New York, Berkley, 
Boston, London, Sydney, Tokyo, Toronto, Academic Press, Inc. 
177-183] und im experimentellen Teil der vorliegenden 
Erfindung beschrieben ist. 

Eine bevorzugte Verwendung im Rahmen der Erfindung finden in 
vitro transkribierte RNA-Einzelstrang-Sequenzen von 
Konstrukten, welche 
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a) die gesamte cDNA entsprechend der fur die katalytische 
Untereinheit der menschlichen Telomerase kodierenden mRNA 
enthalten und 

b) in welchen ein randomisierter Sequenzaustausch von ca. 20 
Nukleotiden eingefuhrt worden ist. 

Da sich die Standard-Nukleinsauren (beispielsweise hTRTKa, 
hTRTKb und hTRTKc) untereinander und von der Wildtyp-Sequenz 
beispielsweise nur durch eine randomisierte und bekannte 20 
Basenpaar lange Sequenz unterscheiden, konnen die 
Amplifikationsprodukte der Standard-Nukleinsauren und der 
Wildtyp-Sequenz durch komplementare Bindung von markierten 
Oligonukleotiden in vier getrennten Ansatzen nachgewiesen 
werden . 

Zum Nachweis der amplif izierten "antisense" RNA, werden die 
entsprechenden reverse komplementaren Sequenzen verwendet. 

Danach werden die individuellen Amplif ikationsmengen von dem 
Wildtyp- und den Standard-Nukleinsauren bestinunt. Im 
Vergleich zu den unterschiedlichen Amplif ikationsmengen der 
Standard-Nukleinsauren bei bekannter Ausgangsmenge (z. B. 
hTRTKa: 102, hTRTKb: 10^ und hTRTKc: 10^ Molekule) lafit sich 
die unbekannte Ausgangsmenge der Wildtypsequenz errechnen. 
Daraus lafit sich dann auf die Anzahl der Metastasen pro 
abgenommener Korperf liissigkeit schlieflen. 

Als interne positive Kontrolle des Verfahrens und der zu 
untersuchenden Probe kann zusatzlich eine Nukleinsaure 
amplifiziert und nachgewiesen warden, die im allgemeinen 
immer in einer Korperf lussigkeit vorkommt . Als geeignete 
Nukleinsauren sind beispielsweise die mRNA kodierend fur fi- 
Globin Oder fur die Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase 
(GAPDH) zu nennen (siehe z. B. GB 2 260 811), die immer in 
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den Zellen der Korperf liissigkeit vorkonunen. Geeignete 
Oligonukleotid-Primer fiir die humane B-Globin mRNA sind 
beispielsweise Primer mit den Sequenzen: 

5' ACCCAGAGGT TCTTTGAGTC 3' (Glob 1) und 
5' TCTGATAGGC AGCCTGCACT 3' (Glob 2). 

Weitere interne positive Kontrollen des Verfahrens und der zu 
untersuchenden Probe konnen zusatzlich zellspezif ische 
Nukleinsauren, wie fi-Aktin mRNA, mit den Primern (Nakajima- 
liji, S., Hamada, H. , Reddy, P., Kakanuga, T. (1985): 
Molecular structure of the cytoplasmatic fi-actin gene: 
Interspezies homology of sequences in the introns . Proc Natl 
Acad Sci USA 82, 6133-7): 

5' GATGATGATATCGCCGCGCTCGTC 3' (Act 1) 

5' CTCAAACATGATCTGGGTCATCTTC 3' (Act 2) . 

Oder T-Zell spezifische Nukleinsauren, wie die mRNA des T- 
Zell-Rezeptors, mit den Primern (Toyonaga, B., Yoshikai, Y., 
Vadasz, v., Chin, B. , Mak, T.W. ( 1985): Organization and 
sequences of the diversity, joining, and constant region of 
the human T-cell receptor R chain. Proc Natl Acad Sci USA 82, 
8624-8) : 

5' GAGGTCGCTGTGTTTGAGCCATCAGAAG 3' (TCR 1) 
5' GATCTCATAGAGGATGGTGGCAGACAG 3' (TCR 2) 



sexn. 



Die Oligonukleotid-Primer konnen gegebenenf alls zusatzlich 
eine Promotorsequenz fvir eine RNA-Polymerase enthalten. 

Zur Vermeidung bzw. Reduzierung falsch positiver Ergebnisse 
bzw. des sogenannten Hintergrundrauschens , das durch 
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eventuell vorhandene Telomeraseaktivitaten von Nicht- 
Tumorzellen verursacht wird, wird die zu untersuchende Probe 
erfindungsgemafi zunachst einem Verfahren zur An- oder 
Abreicherung von Tumorzellen unterzogen. Hierzu ist es 
vorteilhaft, die entnommene Korperf lussigkeit in 
entsprechenden Verfahren entweder auf zureinigen oder zu 
Konditionen zu kultivieren, die fiir die kontaminierenden 
Telomerase-positiven Nicht-Tumorzellen ungiinstig, jedoch fur 
die vorhandenen Tumorzellen gunstig sind. 

Im Falle der Aufreinigung sollen insbesondere aus der zu 
untersuchenden Probe Stammzellen und/oder aktivierte 
immunzellen abgereichert oder Tumorzellen angereichert 
werden. Da in der Regel die einzelnen Zellen spezifische 
Oberflachenmarker besitzen ist eine Abtrennung oder 
Anreicherung der Zellen uber die Immunabsorption besonders 
vorteilhaft. Als Methoden eignen sich beispielsweise die 
magnetische (MACS) oder die f luoreszenzaktivierte (FACS) 
Zellsortierung [siehe z. B. Gottlinger & Radbruch (1993) mta, 
8, 530-536, No. 5]. So konnen hamatopoetische Stammzellen 
beispielsweise uber ihren Oberflachenmarker CD34 mittels MACS 
von der Blutprobe abgetrennt werden [Kato & Radbruch (1993) 
cytometry, 14, 384-392]. B-Zellen lassen sich beispielsweise 
uber ihre Oberflachenmarker CDIO, CD19 und/oder CD20 und T- 
Zellen uber CD45RA und/oder CD7 abtrennen. Tumorzellen konnen 
uber ihre spezifischen Tumormarker, z. B. CEA, angereichert 
werden. Neben MACS oder FACS eignen sich auch besonders an 
sogenannte kauflich erhaltliche Magnetbeads (z. B. Dynabeads 
M450, Dynal Corp.) gebundene Antikorper gegen die 
spezifischen Oberflachenmarker zur Abreicherung oder 
Anreicherung der entsprechenden Zellen. 

Die isolierung - mononuklearer Zellen kann nach folgenden 
Methoden erfolgen: 
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spezifische Lyse der Erythrozyten (Bsp. 

Ammoniumchlorid/hypertonischer Schock), 

spezifische Lyse mononuklearer Blutzellen (Bsp. L-Leucyl-L- 
Leucine-Methylester fiir Monozyten und zytotoxische Zellen), 
negativ/positiv Selektion mittels spezifischer 

Oberflachenmarker (Bsp. negativ: CD 4, 8, 34 etc.; posxtiv: 
Ber-EP4, AUAl, CEA) , 

Dichtegradienten-zentrifugation euploider vs. aneuploxder 
Zellen oder 

Dichtegradienten-Zentrifugation von mononuklearen kernlosen 
Zellen (Bsp. Ficoll). 

in den 60er- und 70er-Jahren, als Methoden wie beispielsweise 
FACS Oder MACS noch nicht zur Verfugung standen, wurden 
Tumorzellen von hamatopoetischen Zellen aufgrund ihrer 
unterschiedlichen Dichte getrennt (J.A. Fleming et al . , J. 
Clin. Path. (1967), 20, 145). Entsprechend dieser Daten 
besitzen-Tufiorzellen eine spezifische Dichte von 1,040-,U080. 
wahrend Erythrozyten und polymorphnukleare Leukozyten eine 
hohere Dichte aufweisen. Lymphozyten weisen hingegen eine 
spezifische Dichte im Bereich von 1,060-1,075 auf und 
Uberschneiden sich somit mit der spezifischen Dichte von 
Tumorzellen. Eine vollstandige Abtrennung der ebenfalls 
Telomerase-aktiven Lymphozyten von den Tumorzellen Uber deren 
Dichteunterschiede sollte somit nicht moglich sein. So zexgte 
auch die Verwendung einer Standardlosung zur Isolierung von 
Lymphozyten, wie z.B. Histoprep* mit einer Dichte von 1,077 
g/ml, dafi Lymphozyten von gesunden Blutspendern mit einer 
Dichte von bis zu 1,077 g/ml eine Telomerase-Aktivitat 
aufweisen . 

Fiir eine besonders bevorzugte Ausf iihrungsf orm des 
erfindungsgemafien Verfahrens vmrde nun gefunden, daB die 
Anreicherung der Tumorzellen dadurch erfolgen kann, dafi man 
ein Zellseparationsmedium mit einer Dichte im Bereich von 
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1,055 bis < 1,070 g/ml mit der Korperf liissigkeit , die die 
Tumorzellen enthalt, uberschichtet und zentrif ugiert . Durch 
die Verwendung des speziellen Zellseparationsmediums werden 
die in der Korperf liissigkeit vorhandenen Zellen so 
aufgetrennt, dafi die aufgrund ihrer Dichte zusanunen mit den 
Tumorzellen angereicherten Lymphozyten keine Telomerase- 
Aktivitat aufweisen. 

Das Anreicherungsverfahren verwendet ein 

Zellseparationsmedium als diskontinuierlichen Gradienten, das 
mit der Korperf liissigkeit uberschichtet wird. Durch 
Zentrifugation werden die Zellen ihrer spezifischen 
Zelldichte nach aufgetrennt und konnen in einzelnen 
Fraktionen abgenoiranen werden. Der spezifische Dichtegrad des 
Zellseparationsmediums erlaubt eine fast vollkommene Trennung 
von Tumorzellen von den in den Korperf liissigkeiten 
befindlichen korpuskularen Anteilen, speziell den Zellen des 
roten und weiflen Blutsystems . Dariiber hinaus erlaubt es das 
Verfahren, Telomerase-positive von Telomerase-negativen 
hamatopoetischen Zellen zu trennen, wobei sich die 
angereicherten Tumorzellen nach der Zentrifugation in der 
gleichen Fraktion befinden wie die Telomerase-negativen 
hamatopoetischen Zellen, so dali eine anschlieflend 
nachgewiesene Telomerase-Expression in dieser Fraktion 
zweifelsfrei auf vorhandene Tumorzellen zuruckgef uhrt werden 
kann. 

tiberraschend ist auch, dan durch die gegenuber dem Stand der 
Technik nur geringf iigige Verringerung der Dichte des 
zellseparationsmediums eine erhebliche Reduzierung der 
kontaminierenden Blutzellen erreicht wird. Dadurch wird die 
Gesamt-Zellzahl signifikant verringert, ohne dafi signifikante 
Verluste an Tumorzellen auftreten, wodurch z.B. das Screening 
von mikroskopischen Praparaten erheblich vereinfacht und im 
klinischen Mafistab erst moglich wird. 
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Es wurde gefunden, dafl eine besonders gute Trennleistung mxt 
einen, Zellseparationsinedium einer Dichte im Bereich von 
1,060-1,067 g/ml, bevorzugter von 1,060-1,065 gMl und 
besonders bevorzugt von etwa 1,065 g/ml erzielt wird. 

Die zentrifugation wird vorteilhaft bei ca. 1.000 x g iiber 
ca 30 Minuten durchgef uhrt . Die Temperatur wahrend der 
zentrifugation betragt vorzugsweise ca. 4«'C. Insbesondere hat 
es sich als vorteilhaft erwiesen, wenn die Zentrifugation mit 
langsamer Beschleunigung und ohne Bremsen durchgef iihrt wird, 
damit das zellseparationsmedium und die Korperf lussigkext zu 
Beginn der Zentrifugation bzw. die Fraktionen am Ende der 
Zentrifugation nicht miteinander vermischt werden. 

Als zellseparationsmedium laBt sich im Prinzip jede geeignete 
Flussigkeit gewunschter Dichte verwenden. Das 

zellseparationsmedium sollte nicht mit der Korperf lussigkext 
Oder den darin enthaltenen Zellen reagieren. Vorteilhaft kann 
beispielsweise Ficoll oder Percoll verwendet werden, wobei 
die Losungen jeweils nach Anweisungen des Herstellers auf die 
gewiinschte Dichte gebracht werden. Beispielsweise berechnet 
sich die Menge der zu verdiinnenden Percoll-Stammlosung mit 
einer Dichte von 1,13 g/ml, die zur Herstellung von 100 ml 
einer Percoll-Arbeitslosung gewunschter Dichte (dd) benotigt 
wird, nach der Formel: 

100 ml X (dd - 0,106 - 0,9)/0,13. 

10% der Percoll-Arbeitslosung gewunschter Dichte bestehen 
immer aus einer 1,5 M NaCl-Losung, urn eine physiologische 
Osmolaritat zu gewahrleisten. Die Differenz zwischen der nach 
der vorstehenden Formel berechneten Menge an Percoll- 
Stammlosung (Dichte 1,13 g/ml) und der Salzlosung zu 100 ml 
wird dann mit Wasser aufgefiillt. 
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Damit laflt sich eine Percoll-Arbeitslosung mit einer Dichte 
von 1,060 g/ml beispielsweise wie folgt herstellen: 

41,54 ml der Percoll-Staimnlosung {Dichte von 1,13 g/ml) 

48,46 ml H2O 

10.00 ml M NaCl 

100,00 ml Percoll-Arbeitslosung, dd 1,060 g/ml 

Die angegebenen Dichten beziehen sich auf eine Temperatur von 
20«'C. vorteilhaft werden die Arbeitslosungen bei 
Raumtemperatur hergestellt und beispielsweise mit Hilfe von 
Marker-Beads einer definierten Dichte uberpriift. 

wenn peripheres Blut als Korperf lussigkeit eingesetzt wird, 
wird dieses vorteilhaft in einer gerinnungshemmenden Substanz 
abgenommen und vor dem Uberschichten des 

Zellseparationsmediums mit einem Verdiinnungsmittel verdunnt. 
Als gerinnungshemroende Substanzen werden bevorzugt EDTA oder 
Citrat eingesetzt, als Verdiinnungsmedium eignet sich 
beispielsweise PBS. Das Blut wird vorzugsweise im Verhaltnis 
von ca. 1:1 verdunnt. Als peripheres Blut eignet sich venoses 
Oder arterielles Blut. 

Die zu untersuchende Korperf lussigkeit wird fur die 
Anreicherung der Tumorzellen entsprechend gangiger 
Standardprotokolle entnommen bzw. gesammelt. In Abhangigkeit 
von der Art der Korperf lussigkeit wird diese dann entweder 
zunachst mit einem Verdunnungsmittel , bevorzugt einem Puffer, 
verdunnt oder direkt unverdiinnt in einem Zentrif ugationsgef afl 
uber das Zellseparationsmedium geschichtet . Alternativ kann 
die Korperf lussigkeit zuvor bei beispielsweise 1.000 x g fur 
ca. 10 Min. zentrif ugiert und nach Resuspension der Zellen in 
einem Puffer uber das Zellseparationsmedium geschichtet 
werden. Der bevorzugt verwendete Puffer ist Dulbecco PBS. Als 
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zentrifugationsgefafi eignet' sich insbesondere ein 
silikonisiertes Zentrif ugationsgef afl bevorzugt aus Kunststoff 
™it einer Kapazitat von beispielsweise 1-500 ml. Das 
Zentrifugationsgefafl sollte verschliefibar sein. 

in einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungs f orm des 
Anreicherungsverfahrens warden der Korperf lussigkeit vor dem 
tiberschichten eine oder mehrere Substanzen zugegeben, die 
eine Aggregation von Thrombozyten an Tumorzellen verhindern. 
Diese substanzen konnen zum Beispiel mit dem als 
Verdiinnungsmittel verwendeten Puffer zugesetzt werden. Als 
substanzen, die eine unerwiinschte Aggregation von 
Thrombozyten an Tumorzellen verhindern, exgnen sich 
beispielsweise EDTA, Citrat und ACD-A (acid citrate 
dextrose). Zusatzlich oder statt dessen kann die 
Korperflussigkeit vor dem tiberschichten von Substanzen 
befreit werden, die eine Aggregation von Thrombozyten an 
Tumorzellen fordern. Hierbei handelt es sich beispielsweise 
urn lonen wie Magnesium- und Calciumionen. 

im ZentrifugationsgefaB wird das Zellseparationsmedium, das 
eine hohere Dichte als die zu untersuchende Korperflussigkeit 
aufweist, vorgelegt, und anschliefiend mit der 
Korperflussigkeit uberschichtet . Je nach Grofle des 
Zentrifugationsgefalies und dem Volumen der Korperflussigkeit, 
aus der die Tumorzellen angereichert werden sollen, kann das 
zellseparationsmedium beispielsweise mit einem Volumen von 1- 
250 ml vorgelegt werden. 

Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, wenn das 
untere Viertel des zentrifugationsgef aBes nach der 
Zentrifugation und vor der Abnahme der an Tumorzellen 
angereicherten Interphase kurzzeitig stark abgekuhlt wird urn 
Zell-Kontaminationen zu verhindern. Beispielsweise konnen die 
in, Zellpellet befindlichen Erythrozyten und Leucozyten 
dadurch immobilisiert werden, dafi das untere Viertel des 



wo 99/40221 



PCT/EP99/00716 



Zentrifugationsgefafles fur 5-10 Minuten in flussxge. 
Stickstoff stark abgekiihlt wird. Als Interphase w.rd 
vorliegend der Ubergang zwischen dem Zellseparationsmedxun, 
und der daruberliegenden Korperf lussigkeit bezeichnet. In 
dieser Interphase reichern sich die Tumorzellen an und werden 
nach der Zentrif ugation beispielsweise durch Absaugen dieser 
Phase gesanunelt. Durch das starke Abkuhlen des 
ZentrifugationsgefaJies wird ein Vermischen der Zellen aus den 
verschiedenen Phasen verhindert, wodurch f alsch-positive 
Testergebnisse ausgeschlossen werden konnen. 

urn einen moglichst einfachen Ablauf der Arbeiten zu sichern, 
kann die Zentrifugation in einem Gefafi durchgefuhrt werden, 
das durch eine porose Barriere, einen Filter oder ein Sieb, 
nachfolgend porose Barriere oder Barriere genannt, in exn 
oberes und ein unteres Kompartiment geteilt ist, wobei das 
Zellsuspensionsmedium im unteren Kompartiment vorgelegt und 
die Korperflussigkeit in das obere Kompartiment eingebracht 
wird. Hierdurch wird ein Vermischen der zu untersuchenden 
Korperflussigkeit im oberen Kompartiment mit dem 
Zellseparationsmedium im unteren Kompartiment vor und nach 
dem Zentrif ugationsschritt vermieden. 

Die Position der porosen Barriere in dem Zentrif ugationsgef an 
kann dabei so gewahlt werden, dafi der Flussigkeitsspiegel des 
Zellseparationsmediums entweder genau unterhalb, genau 
innerhalb oder genau oberhalb der porosen Barriere zu liegen 
konunt . 

Die porose Barriere kann beispielsweise eine Dicke von I-IO 
rm, vorzugsweise ca. 5 mm aufweisen. Die porose Barriere 
soUte daruber hinaus eine Festigkeit aufweisen, die es ihr 
erlaubt den Zentrif ugationskraf ten unbeschadet Stand zu 
halten. 
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Eine bevorzugte Verwendung finden Barrieren mit einer porosen 
Beschaffenheit, die es erlaub., daB bei der Z.ntrif ugation 
Fliissigkeit sowie die korpuskularen Bestandteile des Blutes, 
wie die Zellen des roten and weifien Blutsystems, nicht aber 
die Tumorzellen die porose Barriere ungehindert passieren 
konnen. Dies hat zur Folge, da/i das Zellseparationsmedium 
wahrend der Zentrifugation durch die porose Membran in das 
obere Kompartiment gedrangt wird und die Tumorzellen und 
Thrombozyten auf einer Ebene oberhalb der Barriere zu Ixegen 
kommen. Hierzu eignen sich insbesondere porose Barrieren mxt 
einer Porengrofie von 20-100 m, vorzugsweise 20-30 nm. 

Die porose Barriere kann aus jedem geeigneten Material 
bestehen. Beispielsweise eignen sich Kunststoff, Metall, 
Keramik oder eine Mischung oder spezielle Legierung dxeser 
Stoffe. ES kann aber auch jedes andere natiirliche oder 
kunstliche, geeignete Material eingesetzt werden. 

in einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orn, besteht die 
porose Barriere aus einem hydrophoben Material oder ist mxt 
einem hydrophoben Material beschichtet. 

Mit Hilfe der porosen Barriere kann die zu untersuchende 
Korperflussigkeit in das Zentrif ugationsgef aJi gefiillt werden, 
ohne dafl sie sich mit dem darunterliegenden 
Zellseparationsmedium vermischt und somit die Anrexcherung 
beeintrachtigen oder unmoglich machen kann. 

Nach der Zentrifugation befinden sich die in der 
Korperflussigkeit vorhandenen Tumorzellen in der Interphase 
des oberen Kompartiments des Zentrif ugationsgef afies . Dxe 
Flussigkeit oberhalb der Interphase kann dann zu etwa 80% 
vorsichtig abgesaugt und verworfen werden. Bex dxeser 
Restfliissigkeit handelt es sich beispielsweise bex der 
verwendung von Blut als Korperflussigkeit um ein Plasma/PBS- 
Gemisch, das die Serumproteine enthalt. 
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Der verbleibende Uberstand oberhalb der Barriere, in dem sich 
die Tumorzellen befinden, kann anschliefiend gesanunelt und 
beispielsweise in ein frisches Zentrif ugationsgef aJi 
(vorzugsweise aus silikonisiertem Kunststoff und mit der 
gleichen Volumenkapazitat wie das zuvor verwendete 
Zentrifugationsgefafl) uberfuhrt werden. Die porose Barriere 
verhindert bei der Entnahme des verbleibenden Uberstands ein 
Vermischen der Zellen des oberen und des unteren 
Kompartiments . 

Vorteilhaft wird anschlieflend das obere Kompartiment des 
Zentrifugationsgefafles beispielsweise zweimal mit einem 
Puffer nachgewaschen und dieser wird ebenfalls in das frische 
ZentrifugationsgefaB uberfuhrt. Als Puffer eignen sich 
beispielsweise Dulbeccos PBS (3,9 mM EDTA, pH 8,0 ohne 
Calcium und Magnesium) oder NaCl/10% ACD-A (Guidlines for the 
collection, processing and storage of human bone marrow and 
peripheral stem cells for transplantation, prepared by the 
BCSH Blood Transufsion Task. Transfus. Med. 1994; 4: 165-72) 
Oder NaCl/5% ACD-A/1% Albumin). Nach einer weiteren 
Zentrifugation beispielsweise bei 1.000 x g uber ca. 10 Min. 
bei einer Temperatur von ca. 4=C konnen die gesammelten 
Zellen beispielsweise den Tumorzellnachweismethoden zugefuhrt 
werden . 

Urn den nach der Zentrifugation die Tumorzellen enthaltenden 
Zellring an der Interphase zwischen Zellseparationsmedium und 
Korperflussigkeit fur die Entnahme aus dem 
ZentrifugationsgefaB besser sichtbar zu machen, hat es sich 
als vorteilhaft erwiesen, dem Zellseparationsmedium einen 
Farbstoff zuzugeben. Beispielsweise konnen zu 100 ml einer 
Percoll-Arbeitslosung 80 m1 einer 5% Trypan Blau-Losung 
zugegeben werden . 
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Bei Verwendung eines Zentrlfugationsgef a/ies mit poroser 
Barriere wird nach Entnahme der iiberstehenden Restf lussigkeit 
oberhalb der Interphase jedoch bevorzugt nicht nur d.e 
interphase sondern die gesamte verbliebene Fliissigkext 
oberhalb der porosen Barriere entnonunen, nicht weil sich 
zwischen Interphase und poroser Barriere noch weitere Zellen 
befinden, sondern weil durch die Abnahme die im Zellrxng 
enthaltenen Zellen leicht durchmischt werden konnen. Um keine 
zellen aus dem oberen Kompartiment zu verlieren wird dieses 
vorteilhaft noch zweimal mit Puffer (z.B. PBS) gewaschen. 

Mit dem Anreicherungsschritt konnen zirkulierende Tumorzellen 
und insbesondere zirkulierende Tumorzellen von soliden 
Tumoren, d.h. von nicht-hamatologischen Tumoren, angereichert 
werden oder hamatologische Tumorzellen, d.h. Tumorzellen des 
roten und weifien Blutsystems. 

Mit dem Anreicherungsverfahren konnen Tumorzellen aufgrund 
ihrer unterschiedlichen Dichte nahezu vollstandig von den 
korpuskularen Bestandteilen von Korperf lussigkeiten wie z.B. 
den zellen des roten und weifien Blutsystems getrennt, 
konzentriert und anschlieBend dem nachsten Schrxtt des 
erfindungsgemaflen Quantif izierungsverf ahrens zugefuhrt 

werden . 

Das beschriebene Anreicherungsverfahren bietet den Vorteil, 
dafi Telomerase-positive hamatopoetische Zellen einfach und 
sicher von den anzureichernden Tumorzellen abgetrennt werden, 
so dafi im anschliefienden Quantif izierungsschritt kexne 
falsch-positiven Ergebnisse durch Telomerase-aktive nicht- 
Tumorzellen erhalten werden. Daruber hinaus sind nur wenxge 
Arbeitsschritte fur die Anreicherung und Isolierung der 
Tumorzellen aus Korpergewebe notwendig, so dafi dadurch die 
Prozessierung von grofieren Mengen von Probenmaterial moglich 
wird. Die Kosten fiir die notwendigen Materialien smd 
beispielsweise gegenuber der Verwendung spezifischer 
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Antikorper und der anschlieflenden Trennung mittels geeigneter 
Apparaturen signifikant geringer. 

Dariiber hinaus zeigte die Untersuchung von 10 
unterschiedlichen Zellinien, die von Tumorgeweben, wie 
Melanom, Prostata-, Brust-, Lungen-, Leber- und 
Colorektalkarzinomen abgeleitet waren, daSi die Zellen all 
dieser Zellinien in ihrer Mehrzahl durch das beschriebene 
Anreicherungsverfahren angereichert vmrden. 

In einer alternativen Vorgehensweise zur Auftrennung der 
Blutzellen in Ficoll oder Percoll konnen die in der Probe 
enthaltenen Zellen, unter Konditionen kultiviert werden, die 
fiir kontaminierende Telomerase-positive Nicht-Tumorzellen 
ungunstig, jedoch fur die vorhandenen Tumorzellen gunstig 
sind. Das Resultat dieser Kultivierungsverf ahren ist, daB 
kontaminierende Telomerase-positive Nicht-Tumorzellen 

absterben wahrend vorhandene Tumorzellen uberleben. 

Hierfur kann zur Optimierung der Zellkultur, um die 
Proliferation der Tumorzellen einerseits und den Eintritt der 
Blutzellen in die Go/Gi-Phase bzw. deren Apoptose anderseits 
zu favorisieren, um vorhandene metastasierende Tumorzellen 
anzureichern, die Probe folgenden Bedingungen ausgesetzt 
werden : 

Auswahl geeigneter Kulturmedien unter Verwendung (autologer) 
Seren, 

Dauer der Kultivierung, 

Auswahl des optimalen Sauerstof f-/Kohlendioxidgehalts , 
Zugabe von Tumor-Zell-/Epithelzell-spezif ischen 

Wachstumsfaktoren (Bsp. EGF etc.) oder 

Auswahl einer geeigneten Oberf lachen-Beschichtung , um die 
Adharenz der Tumorzellen in Zellkulturbehaltern zu erhohen 



WOM/40221 PCT/EPW/OOTie 

und Selektion von adhL.nten Zellen gegenviber 

Suspensionszellen. 

Die Kultivierung kann somit beispielsweise wie folgt 
ausgefiihrt warden: 

Die in der Probe enthaltenen Zellen konnen gesamt oder in 
Aliquoten (z.B. auf Mikrotiterplatten) mit oder ohne Zusatze 
in Kultur genommen warden. Diese Kulturen konnen in Folge 
Einiiussen ausgesetzt werden, die Nicht-Tumorzellen 
absterben, jedoch Tumorzellen uberleben lassen. Die Exnflusse 
konnen beispielsweise allein schon die Dauer der 
Kultivierung, interne (z.B. Anstieg oder Abnalune des pH- 
Wertes im Kulturmedium) oder externe Einfliisse (wie z.B. 
Erhohung oder Erniedrigung von pCOz oder pOz) sein. Unsere 
Untersuchungen haben z.B. gezeigt, dafl schon bei exner 
einfachen . Kultivierung von Vollblut bei 37°C fUr 5 Tage, die 
^„,'rNA koierend fur die der katalytische Untereinheit der 
menschlichen Telomerase (hTRT) zwischen Tag 1 und Tag 2 nicht 
mehr nachweisbar war. Noch nachzuweisen waren hingegen die 
mRNA fur den T-Zell-Rezeptor (TCR) (3 Tage) und B-Aktin (5 
Tage) (vgl . Abb. 4 ) . 

Die Kultivierung der in den Fliissigkeiten enthaltenen Nicht- 
Tumorzellen und Tumorzellen nach den oben genannten Verfahren 
kann auch zusatzlich sowohl vor als auch nach Separation der 
zellen aus der Korperf liissigkeit (z.B. nach 
Gradientenzentrifugation z.B. mit Fiquoll-Hypaque) erfolgen. 

Allein Oder in Verbindung mit den oben beschriebenen 
Reinigungs- bzw. Kultivierungsverf ahren ist es auch besonders 
vorteilhaft die Menge an fur die katalytische Untereinheit 
der Telomerase kodierender mRNA aus venosem Blut mit der 
Menge an fur die katalytische Untereinheit der Telomerase 
kodierender mRNA aus arteriellem Blut zu vergleichen, da bei 
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venoser Blutabnahn,e zum Zwecke der Tumorzellbestimmung etwa 
nur 20% aller Zellen gegenuber 100% der Zellen bei 
arterieller Blutabnahme nachweisbar sind [Koop, S. et al . 
(1995) cancer Res. 55, 2520-2523]. Ebenso eignet sich ein 
Vergleich von Blut aus der Fingerkuppe mit venosem oder 
arteriellem Blut. 

Die quantitative Bestimmung der fiir die katalytische 
Untereinheit der Telomerase kodierenden mRNA in der Probe 
ermoglicht es, zu bestimmen, ob Tumorzellen, insbesondere 
Metastasen, vor allem Mikrometastasen, von malignen Tumoren 
in der Korperf lussigkeit enthalten sind und in welcher Menge . 
Dies ist insbesondere fur die fruhzeitige klinische Diagnose 
der Metastasenbildung von malignen Tumoren und fur die 
Uberwachung einer Tumortherapie von groflem Nutzen. Als 
Tumorzellen konnen mit der vorliegenden Erfindung 
insbesondere Tumorzellen von Metastasen, vorzugsweise 
Mikrometastasen, von malignen Tumoren, vor allem Zellen 
metastasierender Tumore und/oder Neoplasien nachgewiesen 
werden, die beispielsweise von einem T-Zell-Lymphoblastom, T- 
Zell-Leukamiezellen, chronisch myeloische Leukamiezellen, 
akute lymphatische Leukamiezellen, chronisch lymphatische 
Leukamiezellen , Teratokarzinom , Melanom , Lungenkarz inom , 
Dickdarmkrebs, Brustkrebs, Leberzellkarzinom, Nierentumor, 
Nebennierentumor, Prostatakarzinom, Neuroblastom, 

Gehirntumor, kleines Lungenzellkarzinom, . Rhabdomyosarkom, 
Leiomyosarkom und/oder Lymphom abstammen. 

Weitere Gegenstande der vorliegenden Erfindung sind die 
Oligonukleotid-Primer mit der Sequenz 

5' CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3' (hTRTl) und/oder 
5 ' GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3 ' { hTRT2 ) , 
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wobei hTRTl und/oder hTRT2 gegebenenf alls zusatzlich eine 
promotorsequenz fur eine RNA-Polymerase enthalten konnen; 

sowie ein Oligonukleotid mit der Sequenz 

5' CGTTCTGGCT CCCACGACGT AGTC 3' (hTRT o) 

als Oligonukleotid-Sonde und die entsprechende reverse 
komplementare Sequenz des Oligonukleotids zum Nachwexs der 
amplifizierten "antisense" RNA. 

Ein anderer Gegenstand der Erfindung ist ein Kit zur 
Quantifizierung von Tumorzellen in einer Korperf lussigke.t, 
beispielsweise Blut, Urin aber auch Stuhl, Exsudate oder 
Transudate von Korperhohlen, insbesondere peripheres Blut, 
enthaltend 

(a) ein Oligonukleotid-Primerpaar zur spezifxschen 
Amplifizierung von Telomerase-kodierender Nukleinsaure, -wobei 
das Oligonukleotid-Primerpaar vorzugsweise folgende Sequenzen 
aufweist : 

5' CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3' (hTRTl) und/oder 
5' GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3' (hTRT2), 

wobei hTRTl und/oder hTRT2 gegebenenf alls zusatzlich eine 
Promotorsequenz fiir eine RNA-Polymerase enthalten konnen. 

Der erfindungsgema/ie Kit umfaflt in einer weiteren 
Ausfuhrungsform zusatzlich (b) eine Nukleinsaure bzw. 
Nukleinsauren zur Co-Amplif ikation, wobei vorzugsweise 3 RNA- 
Standard-Nukleinsauren zur Co-Amplif ikation enthalten sind. 

Der erfindungsgemafle Kit kann auch zusatzlich, wie oben naher 
beschrieben, ein markiertes Oligonukleotid a]s 
Hybridisierungsprobe zum spezifischen Nachweis der 
amplifizierten cDNA der Wildtypsequenz und/oder mehrere 
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inarkierte Oligonukleotide als Hybridisierungsorobe zum 
spezifischen Nachweis der amplif izierten cDNA der Standard- 
Nukleinsaure bzw. -Nukleinsauren enthalten. Daruber hinaus 
kann ein erf indungsgemafier Kit fur die PCR-Amplif ikation 
zusatzlich die oben naher beschriebenen Enzyme, 
gegebenenfalls markierte Nukleotide und/oder geeignete Puffer 
enthalten, wie z. B. eine reverse Transkriptase, vorzugsweise 
eine AMV reverse Transkriptase, eine DNA-Polymerase , 
vorzugsweise eine Taq-Polymerase und/oder eine DNase und 
gegebenenfalls zur Abreicherung von Stammzellen und/oder 
aktivierten Inununzellen und/oder zur Anreicherung von 
Tumorzellen geeignete Mittel, wie oben bereits naher 
beschrieben. 

Ein anderer erf indungsgemafler Kit fur die NASBA-Ampl if ikation 
kann ebenso neben den oben naher beschriebenen Standard- 
Nukleinsauren ein markiertes Oligonukleotid als 
Hybridisierungsprobe zum spezifischen Nachweis der 
amplif izierten "antisense" RNA der Wildtypsequenz und/oder 
mehrere markierte Oligonukleotide als Hybridisierungsprobe 
zum spezifischen Nachweis der amplif izierten "antisense" RNA 
der Standard-Nukleinsaure bzw. -Nukleinsauren enthalten. 
Zusatzlich kann er ebenso die oben naher beschriebenen 
Enzyme, gegebenenfalls markierte Nukleotide und/oder 
geeignete Puffer, wie z. B. eine reverse Transkriptase, 
vorzugsweise eine AMV reverse Transkriptase, eine RNA- 
Polymerase, vorzugsweise eine T7 RNA-Polymerase, eine RNase H 
und/oder eine DNase enthalten, und gegebenenfalls zur 
Abreicherung von Stammzellen und/oder aktivierten Immunzellen 
und/oder zur Anreicherung von Tumorzellen geeignete Mittel, 
wie oben bereits naher beschrieben. 

Die folgenden Eeispiele und Figuren sollen die vorliegende 
Erfindung naher beschreiben, ohne sie jedoch darauf zu 
beschranken. 
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Beschreihiina de r Fiauren 

Abb. 1 zeigt die von Nakamura et al . beschriebene Sequenz , 
kodierend fiir die katalytische Untereinheit der menschlichen 
Telomerase, von 4015 Basenpaaren (bp) und die Position der 
entworfenen 01 igonukleot id-Primer bzw. die Oligonukleotid- 
Sonde (hTRT o) (unterstrichen) : 5'-Primer hTRTl (Position 
1780-1813), S'-Priiner hTRT2 (Position 2261-2290) mit einem 
Amplifikationsprodukt von 513 Basenpaaren (bp) und die Sonde 
hTRT o (Position 1964-1987). 

Abb. 2 zeigt (A) eine schematische Darstellung der 
genomischen Organisation der menschlichen Telomerase (hTRT). 
Das Telomerase-Protein weist eine Telomerase-spezif ische 
Region auf (T, schwarz markiert) und besitzt Homologien zu 
konservierten Regionen von Reversen Transkriptasen 
Verschiedener Viren- ( 1 2 und A bis E, schraffiert ).-... ..Das 
verwendete Primerpaar (hTRTl, hTRT2) ist durch Pfeile 
dargestellt und ist in einer Region lokalisiert, die keine 
Homologien mit viralen Reversen Transkriptasen aufweist. (B) 
zeigt eine Agarose-Gelelektrophorese einer RT-PCR- 
Amplifikation mit hTRT-spezif ischen Primern an RNA der 
humanen Teratokarzinom-Zellinie Tera2 . Bande M: Marker, Bande 
1 RT-PCR-Amplifikation, Bande 2: entsprechende DNA-Kontrolle 
ohne Reverse Transkriptase Reaktion. 

Abb. 3 zeigt eine Agarose-Gelelektrophorese (a) der RT-PCR- 
Produkte mit TCR-spezif ischen Primern an RNA und DNA von 
humanen PBMC und der humanen Fibroblasten-Zellinie MRC5 und 
die entsprechende Southern-Blot-Analyse mit einer TCR- 
spezifischen Oligonukleotid-Sonde (TCR-Sonde) . M: Marker. 

Abb. 4 zeigt eine Agarose-Gelelektrophorese der RT-PCR- 
Produkte mit spezif ischen Primern fur hTRT (A) bzw. TCR und 
Aktin (B) an aus 1 ml Vollblut isolierter RNA, nach 0-5 Tagen 
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Kultur sowie eine Reaktion an der RNA der humanen 
Teratokarzinont-Zellinie Tera2 . Banden O'^-S'^: Zeitraum der 
Kultur von respektive 0 bis 5 Tagen. M: Marker, Tera2: humane 
Teratokarzinom-Zellinie Tera2 . 

Abb. 5 zeigt eine Agarose-Gelelektrophorese der RT-PCR- 
Produkte an RNA der Prostata-Karzinom Zellinie LNcap. Banden 
lO^-lO-^: verwendete Zellzahl pro Ansatz . DNA: DNA Kontrolle. 
H2O: Wasser Kontrolle. M: Marker. Die PGR wurde, wie in Abb. 
7 angegeben mit spezifischen Primern (Abb. 6) fur die 
katalytische Untereinheit der humanen Telomerase (A) und fi- 
Aktin, mit 40 Zyklen durchgefiihrt . Unter den beschriebenen 
RT-PCR-Bedingungen ist die fiir die katalytische Untereinheit 
der humanen Telomerase kodierende mRNA in bis zu 10 Zellen 
nachweisbar (Pfeil). Zum Ausschlufi von DNA-Kontaminationen 
wurde RNA von 10^ Zellen ohne Reverse Transkriptase als 
Kontrollreaktion sowie eine Wasser-Kontrolle {H2O) in der RT- 
PCR mitgefiihrt. 

Abb. 6 zeigt die Sequenzen der vorliegend eingesetzten 

Oligonukleotide . 

Abb. 7 zeigt ein FluMiagramm fur das erf indungsgemafie 
Verfahren. 

Abb. 8 zeigt das Ergebnis einer RT-PCR-Analyse von Blut eines 
gesunden Spenders (A) und Blut des gleichen Spenders gemischt 
mit GFP-transfizierten Zellen der Melanom-Zellinie T289 (B, 
C) nach Tumorzellenanreicherung mit einem 

Zellseparationsmedium einer Dichte von 1,070 g/ml. 

Abb. 9 zeigt das Ergebnis einer RT-PCR-Analyse von Blut 
gesunder Spender, das mit Tumorzellen einer Prostata- 
Karzinom- (A) und Mamma-Karzinom-Zellinie (B) gemischt wurde, 
nach Tumorzellanreicherung mit einem Zellseparationsmedium 
einer Dichte von 1,065 g/ml. 
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Abb 10 zeigt die Wiederf indungsrate von GFP-transf izierten 
Melanczellen, die zu Blut unterschiedlicher (A, B) gesunder 
spender gexnischt wurden, nach Anreicherung m.t exnem 
Zellseparationsmediuin einer Dichte von 1,065 g/ml . 



RF.TSPIELE 



Wenn nicht anders vermerkt, wurden die folgenden Bexspxe e 
nach Standardverfahren, wie z. B. bei Sambrook, J. et al. 
(1989) supra beschrieben, oder nach den Herstellerangaben der 
verwendeten Kits bzw. Enzyme durchgef iihrt . 

1. Tumorzellanreicherung 

1.1 Allgemeines Vorgehen 

in einem silikonisierten Kunststof f-Zentrifugationsgefan 
wurde venoses Blut (5-20 ml), mit EDTA versetz (3,9 mM 
Endkonzentration, pH 8,0) und mit 1 Volumen PBS gemischt Das 
Blut/PBS-Gemisch wurde anschliefiend auf 5-10 ml PercoU mit 
einer Dichte von 1,065 g/ml gegeben und bei langsamer 
Beschleunigung und ohne Bremse fur 30 min. bei 1.000 x g und 
4°C zentrifugiert. Das untere Viertel des 

ZentrifugationsgefaUes wurde anschlieliend fur 5-10 mxn xn 
flussigem Stickstoff inkubiert . Dadurch wurde wahrend des 
Absaugens der Zellen, die sich an der Interphase im Ubergang 
zwischen dem Percoll und dem dariiberliegenden Plasma/PBS- 
Gemisch befanden, eine Kontamination mit Zellen des Pellets 
verhindert. Die Zellen der Interphase, bei denen es sxch 
vorwiegend um Thrombozyten und um im Blut zirkulierende 
Tumorzellen handelte, wurden anschlieflend in exn neues 
silikonisiertes Kunststof f -Zentrif ugationsgef aB ubertragen 
und fiir 10 min bei 1.000 x g und 4«'C zentrifugiert. Fur dxe 
anschlieliende RT-PCR-Untersuchung wurde das Zellpellet xn 
einem Guanidium-Isothiocyanat-Puf fer aufgenommen, wodurch dxe 
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Zellen lysiert wurden und einer RNA-lsolierung unterzogen 
werden konnten. 

1.2 Spiking-Experiment 

Hit Hilfe von sogenannten Spiking-Experimenten, bei denen 
Tumorzellen verschiedener Zellinien zum Blut normaler Spender 
gemischt wurden und die Tumorzellen anschliefiend re-isoliert 
und in der RT-PCR untersucht wurden, wurde gezeigt, daB in 
Abhangigkeit der verwendeten Zellinie die Telomerase- 
Aktivitat von etwa 1-4 gespikter Tumorzellen/ml Blut 
nachgewiesen werden kann. 

Hierzu wurden die Zellen der zu spikenden Tumorzellinien 
entsprechend der Angaben des Hers tellers (ATCC, American 
Tissue Cell Culture) bis zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen 
wurden anschlieliend trypsiniert und in Medium (RPMI 1640) 
gewaschen. Nach Entnahme eines 10 m1 Aliquots, das 1:1 mit 
Tryptan-Blau gemischt wurde, wurden die lebenden Zellen in 
einer Zahlkammer bestimmt und die entsprechende 
Zellkonzentration wurde berechnet . Anschlieflend wurde die 
Zellsuspension verdunnt und ein Volumen, das einer bestimmten 
Zellzahl entspricht, mit dem Blut gesunder Blutspender 
gemischt. Als Kontrolle diente Blut dem keine Tumorzellen 
zugesetzt wurden. Die Anreicherung der gespikten Tumorzellen 
wurde einmal zum Vergleich mit einem Zellseparationsmedium 
einer Dichte von 1,07 0 g/ml und nach dem erf indungsgeraaBen 
Verfahren durchgef uhrt . Zur Bestimmung der Wiederf indungsrate 
wurden anschlieliend mikroskopische, durchf lufizytometrische 
und RT-PCR-Analysen durchgef iihrt . 

a) Vergleichsversuch 

Abb. 8 zeigt das Ergebnis einer RT-PCR-Analyse von 20 ml Blut 
eines gesunden Spenders (A) und 20 ml Blut des gleichen 
Spenders gemischt mit GFP-transf izierten Zellen der Melanom- 
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zellinie T289 (B, C). Das Blut wurde auf PercoU einer Dichte 
to 1 070 geschichtet. z.ntri£u,i.rt und anscMieBend 

Trd^n die zellen a„alysi.«. Die .atalytischs unte.e.nhext 
der xelomerase (hTRT, ist in, ncrmal.n Blut nicht 
lAI, wahrend bei 1 und 2 gespikten Melanoirzellen pro ml Blut 
Jnr nachweisba. ist ,B, C). Bei der verwendeten Percol - 
Dichte von 1,070 ,/n,l sind jedoch noch hinreichend vxele 
Telomerase-aktive Leukozyte- in der Interphase v-"-^-; 
wodurch die RNA-Komponente (hTR) auch in. ungespxkten Blut 
nachweisbar ist. FUr die Pr.senz von 'l^"^^-"" "f^ 
wahrscheinlich deshalb auch Telo.erase-aktiven LeuKozyten xn 
.er Fraction der isolierten Zellen sprlcht auch die Tatsache 
dali CD69, ein truher Aktivierungsmarker in B- und T-zellen, 
in alien Blutproben nachweisbar ist (A-C). Der Tumorn-arker 
CEA (Carcinoembrionic Antigene) ist sowohl in> ungespikten als 
auch i. gespikten Blut negativ ,A-C,. GFP (Green 
protein,, der als zus.tzlicher Marker "^/^ f/;^ 
Tumorzellen verwendet wurde, ist im ungespikten Blut ,J.icht 
nachweisbar (A). Da nur et„a 50» der transUzlerten T289- 
Melanon,zellen GFP exprimieren, ist das Protein nur xn biS zu 
2 gespikten Tunorzellen pro n,l Blut nachweisbar (B). Aktrn 
diente als RT-PCR-PositivkontroUe (Aktin, und im Ansatz ohne 
RT-Peaktion als NegativkontroUe (Aktin 0RT) . .Die PCR- 
Amplifikation geno,„ischer DNA untransfizierter T2S9-Zel en 
fuLt mit den spezifischen Prin,erpaaren fur hTRT, GFP und 
CD69 zu keinen Amplif ikaten. 

b) erfindungsgemafier Versuch 

Abb 9 zeigt RT-PCR-Analysen von Blut gesunder Spender das 
.it' Tumorzellen einer Prostata-Karzinom- (A) und Man«na- 
Karzinc-Zellinie (B) ge.ischt, auf PercoU einer ^-J;^- 
1 065 g/ml geschichtet, zentrif ugiert und anschl.enend 
analysiert wurde. Die RNA-Komponente der Telomerase (hTR) ist 
in. unterschied zu der Verwendung von Percoll mit einer D.chte 
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Karzinomzellen (A) bzw. mi y f „erden (schwarzer 

<B, pro .X Blut .ann '>™ "-^J™„,r;t:; onnte .ei 

diesen Tu.norzellen keine (A) bzw. erst bar 10 

H.r katalytischen Untereinhert (UTRi) 
,B) elne Bxpr.s.rcn a.r Ja" y ^^^^^^^^^,_^^^^,nsc^. 

nachgewiesen werden. weder a Epithelzell- 
Marlcer PSA (Prostate Specitio Antrgene, n-''^" 
speziflsche Marker CK20 (Cytokeratin 20) rst in 
Ttsprechenden TuBOrzellen nachweisbar. Aktrn drent als 

PCR-Positivkontrolle, 

Abb 10 zeigt die Wiederfindungsraten von GFP-trans£lzierten 
,,t ,T2891 die zu Blutproben gasunder Spender 
Halanomzellen (T289), ore z f „,„t„„ben wurden 

ge.ischt (gespikt, wurden. Die gespikten Blutproben 
!„schUeBend auf PercoU einar Oichta von ^.^'^ 
geschichtet, zentrifuglert und die Anzahl der rso 
Lorzellan ,«iadarnndung, wurde .ikroskoprsch ,- 

* u i ^ \ hPstimmt. Da nur etwa 

.„d/oder Te aPP-transUzlarten 

75% fUr probe A bzw. 50% fur Prooa 

T289-Zallen i. OurcK£lu»zyto.atar "-•^"f-';^;^ Jf/^ . 
die Wiederfindungsraten entsprechand ^^^^ 
Wiaderfindungsrata gaspiktar -.orzellen ^'"'^^^^^^^ 

5e«ailigen B-^P^-- '-^^-^^^f :^:::j:;:LlUnie und 
von unterschiedlichen Spendern) , der verwe aesoikten 
verb.lt sicb u.gekebrt proportional ^^^^Z^-'" 
Tumorzellen. MSglicharvaise £uhrt aine Absto , 

dar entsprecbenden O^-""-'^""^;^, ^" e^p kte; 

«H crhliGfilich zum Verlust aex y 
Aggregation und schUeMr ^.^ 

allogenen Tumorzellen . B) zeigt . ^^^on 

anzahl der tats.chlich gaspikten Tunorzellen ,-■-) - 

T- 37% garing.r ist als die tbaoretisch berecbnate Anzahl 
gespikter Tumorzellen (-♦-)• 
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U„.er Hi„.unah.e hier nicKt afr,esteUte. '^^^^^"^^"2!. 
Lunaen- and Mamna-Karzinc ,zeUen ergibt sich ein 
rcH^hni^Uch. wiede.U„d...,.ra« ™it a., erf in..n,s,e» 
bevorzugten Anreicherungsn,ethode v=n 46% ± 20% fUr 4-512 
,espme Zellen ,n=16, und i.r , 50 gespilc.e zellen von 54% ± 
20% (n=15). 

Oa.it llegt die wiederUndung^rate des -""''-J^^^^ 
bevorzugten Tu^orzellananreicherungsverf ahrens etw . 
Bereich von magnetischen Zell-Separatoren wie MACS fur 
eine wiedarlindungsrate von etwa 30-58% angegeben w.rd. 

2 Kultivierung und Isolierung von peripheren, Blut, Gewebe 
und zellen Jiir die nachfolgenden Beispiele 

Tu.o.zelUnien wie die .enschliche 

.-L»=ap:und.die.TeratoKarzino,n Zell-Unie Tera 2 wurden ge»aB 
den vorgaben der ATCC (American Tissue Culture Collection 
in Kultur geno^aen. Ven5ses Spenderblut von gesund n 
Kontrollpersonen wurde .ittels Punktion elner Unterar^vene .n 
EDTA-Monovetten® (Saarsted) abgenonmen. 

3. Isolierung von zellularer RNA 

Die isolierung von totaler zellularer RNA erfolgte nach 

Die isoxxei. y , . ^ =,1 Anal Biochem 

Standardverfahren [Chomczynskx et al. (19S7) An 

163, 156; Sa.broo., a. et al. ,1989,. Cold Spring "arbor 

VorK, USA. cold spring Harbor Laboratory ^--J' J" 

Blut wurde wie in Abb. 7 gezeigt sotort nach AbnaVune rn RNA 

Lysispuffer (4 M Guanidiniu„ Isothiocyanat; 0.1 H Tr.s-HCl 

pH 7.5, 1% Mercaptoethanol, iiberfUhrt und hon-ogenisiert . Die 

re.iso;e .^rden entweder sofort weiterverarbeitet Oder bei 

-70°C gelagert. 
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4. Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion 

(RT-PCR) 

Die RT-PCR wurde mit dem GeneAmp® RNA-PCR-Kit (Perkin Elmer) 
nach vorgaben des Herstellers wie in Abb. 7 gezeigt 
durchgefuhrt. Aliquote der isolierten totalen RNA von 
peripherem Blut und Zellinien wurden jeweils zuvor mxt 4U 
DNAse und 40U RNAse Inhibitor (Boehringer, Mannheim) in 36 nl 
Ansatzen (in 100 mM Tris-HCl, pH 8.3; 50 mM KCl; 5 mM MgClj, 
ImM dNTP-Mix und 2,5 mM Random Hexamers ) bei 370C fur 30 
Minuten und bei 750C fiir 10 Minuten hydrolysiert und 
anschliefiend die DNAse fiir 10 Minuten bei 90Oc inaktiviert 
und dann das Reaktionsgemisch sofort auf Eis gegeben. 

Die beiden Oligonukleotid-Primer : 

5' CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3' (hTRTl) und 
5' GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3' (hTRT2) 

v^irden nach der von Nakamura et al. verof f entlichten Sequenz, 
kodierend fiir die katalytische Untereinheit der menschlxchen 
Telomerase (Nakamura et al . (1997). Science 277: 955-9) 
entworfen (Abb. 1) und mit einem Applied Biosystem 380A 
synthesizer synthetisiert . Die Spezifizitat der hTRTl- und 
hTRT2-Primer wurde mittels Computer gestutzter 
Homologieanalyse an den Nukleinsauresequenzen in den 
GenBank-, EMBL-, DDBJ- und PDB-Datenbanken mittels BLASTN 
1.4.9 MP [Altschul, S. F. et al . (1990). J Mol Biol 215: 403- 
410] iiberpriift. 

Zur Abstimmung der Amplif ikationsmengen vmrden fiir jedes 
Experiment gleiche RNA-Mengen fiir die RT-Reaktion eingesetzt. 
urn eine Kontamination der RNA Praparationen mit genomischer 
DNA auszuschliefien, wurde jede mit DNase hydrolysierte RNA- 
haltige Probe zuerst der unten beschriebenen PCR unterzogen 



PCT/EP99/00716 

WO 99/40221 

b.i dar kein ;»pli£ilc.tionsprodu.t nachwexsbar war, wurde fur 
die tolgenden cDNA-Synthe=e- u„d PCR-Schritte exnge^etz Als 
.„„rne'«a„dard.o„.roiie .rden O^^^^^^^^^^ 
Aktin und den TCR eingesetzt (Abb. 6). ui 
AJctin una 10 „i des DNAse Verdaues 

Transkriptase-Reaktion wurde an 18 ^1 des dn 
unter Zugabe von SOU MuLV Reverser Transkrxptase und 40U 
T h hitor bei 42»C fiir 30 Minuten durchgefuhrt und die 
RNase Inhibitor bei 'liJ «- v v,«« Tn den 

Reaktion bei 99°C fiir 5 Minuten abgebrochen. In 
Negativkontrollen wurden statt der Enzyn,e 4 ,1 Wasser 
zugesetzt . 

Die PCR wurde wie in Abb. 7 gezeigt an 5 .1 der cDNA-Reaktion 
n H foxgende. Progran. durchgefUHrt : (970C: 15 Se unden 
vorw.r.en); (370C: 15 Sekunden " 
0.50c pro Zyklus], 720C: 30 Sekunden) 10 Zyklen (9 
sekunden, 650C: 30 Sekunden [n^inus 0.5 C pro Zyklus] 72 C. 
sekunden sekunden, 50OC: 30 Sekunden • 

30 Sekunden) 20 Zyklen, (y* i-. j--- „ i in 

720c: 30 sekunden [plus 15 Sekunden Extension pro Zyklus), 
jyklen; 02°C: 7 Minuten, (inale Extension). 

Die Amplifikationsprodukte .™rden 'elelektrcphoretisch 

1 5U,eM TAE Agarosegel aufgetrennt, n,it Ethrdxu.bro.rd 

^e«:'t und unter l>v-Licnt visualisiert und fotodoku.ent.ert 

(siehe Abb. 2-5) . 

5. Herstellung moglicher RNA-Standard-Nukleinsauren (hTRTKa, 
hTRTKb und hTRTKc ) 

Me zur Klonierung bestin^ten PCR-A.pli£ikationsprodukte 
k nnen gelelektrophoretisch au£ 1.5» TAE Agarose aufgetre nt 
und e uiert (Oiagen, werden. Die ^-'-^"f"' 
Restriktionshydrolysate kann duron ^^^'^^'-'''''I^IZ 
Extraktion und FSllung in Salz und Ethanol oder durch D»S 
Reinigun, (Qiagen, gesohehen. Die Konstrukte konnen, z.B. 
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durch Ligierung der Fragmente in die korrespondierenden 
Schnittstellen eines Klonierungs- und Transkriptionsvektors , 
z B. pGEM-132f(+), mit Hilfe der T4 Ligase geschaffen werden. 
Dieser Vektor erlaubt die in vitro Transkription von 
klonierten Fragmenten durch den wahlweisen Einsatz von Sp6- 
oder T7 RNA Polymerasen. Kompetente Bakterien (XL-lBlue, 
Stratagen) warden n^ittels Elektroporation (BioRad) 
transformiert. Plasmid DNA wird mttels Plasmid Reinigungs 
Kits (Qiagen) gereinigt. Positive Klone werden, unter 
verwendung von vektor- oder sequenzspezif ischen 
Oligonukleotid-Primern, mit der PGR validiert. Eine 
Sequenzvalidierung der Konstrukte kann durch semiautomatische 
Sequenzanalyse erfolgen. 

Das Konstrukt pGEM-hTRT wird als Ausgangskonstrukt fiir die 
Konstrukte pGEM-hTRT(Ka) pGEM-hTRT(Kb) und pGEM-hTRT{ Kc ) 
geschaffen. pGEM-hTRT(Ka) , pGEM-hTRT(Kb) und pGEM-hTRT{ Kc ) 
unterscheiden sich von pGEM-hTRT und untereinander durch 
einen randomisierten Sequenzaustausch von ca. 20 Basen Paaren 
(bp). Die Konstrukte werden zur in vitro Transkription mxt 
Sp6 RNA Polymerase der Standard-RNA: hTRT(Ka) , hTRT(Kb) und 
hTRT(Kc), verwendet. Zur Bildung des Konstrukts pGEM-hTRT 
wird die CDNA der katalytischen Untereinheit der menschlichen 
Telomerase (Abb. 1) z.B. in die NotI und Hindlll- 
Schnittstellen von pGEM-13Zf(-) kloniert. Dies wird dadurch 
erreicht, dafi mit diese Schnittstellen enthaltenen 
Oligonukleotid-Primern die aus der Sequenz hTRT (Abb. 1) 
abgeleitet werden, eine RT-PCR an der bereits gewonnenen RNA 
aus Tumorzellen oder -linien unter den oben beschriebenen 
Bedingungen durchgefuhrt wird. Damit kann z.B. die mit 
vorgegebenen Schnittstellen versehene VoU-Langen hTRT oder 
ein kiirzeres Fragment amplifiziert werden. Nach einer 
Restriktionshydrolyse mit spezifischen Restriktionsenzymen 
z.B. wie NotI und Hindlll, wird das entstandene Fragment m 
die korrespondierenden Schnittstellen (z.B. Position 12 bzw. 
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geschaffen. Die tonstruktion von pGEM l.TRT( 1 
Lreicht, dafl in Konstrukt pGEM-hTRT eins ca. 20bp Sequent 
ein^r ca. 20bp Kass.tte ausgetauscht wird. Dieser 
I^stausch „ird durch recombinant. PCR durchgefOhrt und .st 
: Xandlun, der von »i,ucHi et al^ -----^ 

^- o nqas^ Nucleic Acid Res 16: 7351- 
;::;tr,Jrr,. 0,! « Inni. . e^ a:, ed. San Oiego, 
r-voT Be^Ue.; Boston, .ondon, S.dne., ~ 

17T 1831 In einem ersten Schritt weraen 
Academic Press, Inc. 177-183]. durchgefuhrt: 
,„ei unabhSngige PCR-Bealctionen an P^^^"-."" J ^ 
Das i»plifiCat aus der 1. PCR-Reaktion ergxbt das ^ -frajme" 
„nd wfrd mit geeigneten RestriRtionsen.ymen - 
fragment verdaut. Oas AmpiiU.at aus der PC a.^^^_^ 

„^Ki- rias 3 '-Fragment und wird mit y 
: r .tionse„.^en zu^ine. 3 -fragment Hydrolysiert . Mt T 
werden Tie ScHnittstelien der 5- und 3-rra,me e 

" • Franment verbunden, m die 

«.^i-oinander zu emem Fragment 

: rr nd erenden Schnittstellen von paBH-UU(.. .ionrer 
Tnd das Konstru« pGEM-hTRT,Ka, gescha»en. Die ^onstru on 
von pGEM-bTRTlKb, und pGE«-hTHT,KC, "^"^^ ^ ^1 

dan die oben geschatfene ca. 20bp Seguenz im Konstru.t pGEH 
H^T.Ka, 3e„eiis mit einer randomisierten Seguen^ von ca^ 
. ^r-ht Wird in vitro RNA kann dann mxt Spb kna 
20bp ausgetauscht wxrd. in viu ^ . ^rvM hTRTfKc) 

Pol^erase von pGEM-hTRT,Ka, , pGEM-hTRT,Kb, und P=;«-'>^"^ ''^^ 
geslhaffen werden. Die spezifischen RNAs konnen dann m.t 
o a ca 20bp-Austauschseguenzen bz„. .u der wildtypseguenz 
„ i Lpleme«.ren 01i,onuUeotiden O.Ka,, 0,Kb,, 0,Kc, und 
0(wt}, nachgewiesen werden. Die wextere Aufbereitu g 
u^wt), iia y K^iibrierung erfolgt nach 

wie DNAse Verdau, Reinigung und Kalibrierung 

Standardmethoden . 
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6 . Ergebnisse 

Die Untersuchungen an Tumor ze 11 inien ergaben, daB die fur die 
katalytische Untereinheit der menschlichen Telomerase 
kodierende mRNA in unterschiedlichen Mengen in Tumorzell inien 
bei gleicher Amplif ikationsmenge der TCR-, bzw. n-Actin- 
Kontrollreaktion nachweisbar war (Abb. 2, 4 und 5). Eine 
Kontamination mit genomischer DNA konnte durch eine 
Kontrollreaktion ohne Zugabe von reverser Transkriptase 
jeweils ausgeschlossen werden. 

In vergleichenden Untersuchungen, bei unterschiedlich langen 
Kultivierungen von Vollblut konnte eindeutig gezeigt werden, 
daB nach 1 - 5 Tagen Kultur des Vollblutes kein spezifisches 
RT-PCR Produkt der katalytischen Untereinheit der 
menschlichen Telomerase mehr detektierbar war. Parallel dazu 
nahm mit zunehmender Dauer der Kultur die Menge an 
spezifischer TCR- und Aktin-RNA sehr viel langsamer ab. Das 
Resultat dieser Kultivierungsuntersuchungen ist, daB 
offensichtlich kontaminierende Telmomerase-positive Nicht- 
Tumorzellen schon zwischen Tag 0 und Tag 1 abgestorben sind. 

Weiterhin ist unter den beschriebenen RT-PCR-Bedingungen an 
unterschiedlichen Mengen von Telomerase-positiven 

Tumorzellen, die katalytische Untereinheit der humanen 
Telomerase in bis zu 10 Zellen nachweisbar. 

Da im Unterschied zum TRAP-Assay in der erf indungsgemaB 
eingesetzten Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 
(RT-PCR) -Me thode hoch-auf gereinigte RNA zur Amplif ikation 
verwendet wird, kann eine Inhibierung der Taq-Polymerase 
weitgehend ausgeschlossen werden. Daruber hinaus konnte fur 
die beschriebene RT-PCR-Methode eine Sensitivitat fiir den 
Nachweis der RNA-Komponente (hTR) sowie der katalytischen 
Untereinheit (hTRT) der Telomerase von etwa 1 Zelle pro RT- 
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PCR-Ansatz gezeigt warden. Datit bietet die Verwendung der 
beschriebenen RT-PCR-Methode eine vergleichbara oder hohere 
SensitivitMt des Nachweises von Telo.erase-aktxven 
Tu^orzellen. Daruber hinaus wurde gezeigt, daB der Nachwexs 
der hTR- and der hTRT-Expression mit der katalytxschen 
Aktivitat der Telomerase korreliert (K. Yashima et al., J. 
Clin. Pathol. (1997), 50, 110-7). 
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PaHenta ngpriiche 

1. verfahren zur Quantif izierung von Tumorzellen in einer 
Korperflvissigkeit, dadurch gekennzeichnet , daB 
,J die zu untersuchende Probe einetn Verfahren zur An- Oder 
Lreicherung von Tu.orzellen unterzogen vird und an den an- 
Oder abgereicherten Tumorzellen 

(b) eine Reaktion durchgefuhrt wird, bei der die fur dxe 
illytische Untereinheit der Telo.erase kodierende .RNA 

spezifisch amplifiziert wird, und ,„.itativ 

(c) die Menge an amplif izierter Nukleinsaure quant.tatxv 

bestimmt wird. 

2 verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich.et daB 
v.r der M,pli£izieru„g=reaKtio„ n,it der zu untersuchenden 
probe eine reverse TransXriptionsreaktion durc=hge£uhrt «.rd 
bei der die in der Probe enthaltene .nm xn cONA 
umgeschrieben wird. 

K 1 nder 2, dadurch 
3. verfahren nach Anspruch 1 oder 

•.hn.i- dafi mit der zu untersuchenden Probe vor der 
gekennzexchnet, daB mit der oNase-Reaktion 
Umschreibung der mRNA in cDNA eine 
durchgefuhrt wird. 

4 verfahren nach eine. der A^spruche 1-3, dadurch 
,e.en„zeichne., da« die zu untersuchende Probe vorzugswerse 
Lr eine lonenaustausch-Chron,atographie, xnsbesondere uber 

Kieselgel gereinigt wird. 

5 verfahren nach eine,. der Anspriiche 1-4, dadurch 
ge.en„zeichner, daB zur guantitativen Besti„™ung der 
Telomerase-kodierenden Nukleinsaure 
Lpiifikarionsprodukre bereits w.hrend der - 

J Ai^ vinoUk der AinplitiKation 
markiert werden, und die Kinetik 
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gemessen wird. 

S verfahren nach Aaspruch 5, dadurch ^.ennzeichnet da« 
:..„nd de. »pU...a.en ...e .U. d.e -----^^^^^^^^^^ 

:-r- ,:::r.rr ' nrjr p.u..a.. 

charakteristisches Signal aussendet. 

, verfahren nach eine. der AnsprUche 1-4, dadurch 
\ , dafl zur quantitativen Bestinunung der 
gekennzeichnet, dali zur 4 Ho^t^ns eine, 

Telomerase-kodierenden Nukleins.ure -"^^^^^J , ^,^^,3,; 
vorzugsweise drei Standard-Nukleins.uren -"-f;^;;;^^ 
werden, die in unterschiedlichen Konzentrat.onen zu 
untersuchenden Probe dazugegeben werden. 

3. verfahren nach eine. der .nsprUche 1-7, dadu 

ekennzeichnet, da. <^as ..pUfi^ierungsproduK. en.wed^^^^^ 
Hirekt Oder uber eine Markierung vorzugsweise uber 
direkt Oder uoe Riotin-Markierung, eine 

T-;,riioaktive Markierung, eine Biotin 

radioaktive Elektrochemolumineszenz- 
Fluoreszenz-Markierung oder eine EieKT:r 

Markierung quantif iziert wird. 

, verfahren nach eine. der Anspruche 1-'-/"'-=^ 
. !h„et dan das Mplifizierunq.produkt Uber erne 

gekennzerchne., daB P „„,i3«en OUgonaKleotid 

Hybridi.rerun, .rt rn ^^^^^^^^ eine 

Tdir.::: Mal'iel,. eine Biotin-HarUerun,, eine 
radioaktive « Eiektrochemolumineszenz- 
Fluoreszenz-Markierung oder eine 

Markierung ist. 

10 vertahren nach eine. der Anspruche 7-9, dadurch 

: IZ.^ dali zur Quantifizlerun, der zu bestr««enden 

qekennzeichnet , aan zur 

llo.erasa-Kodierenden Nukleinsaure die Menge der 
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amplifizierten Nukleinsaure bzw. Nukleinsa.ren mit der Menge 
der Telomerase-kodierenden Nukleinsaure verglichen wxrd. 

11 verfahren nach einem der Anspruche 1-10, dadurch 
gekennzeichnet, da/i es sich bei der zu untersuchenden Probe 
un, peripheres Blut handelt, und dafl als positive Kontrolle 
mit der zu untersuchenden Probe eine Reaktion durchgefuhrt 
wird, bei der eine im peripheren Blut vorkommende 
Nukleinsaure, vorzugsweise die mRNA kodierend fvir B-Globxn, 
Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase, B-Aktin oder den T- 
Zell-Rezeptor, spezifisch amplifiziert und nachgewiesen wird. 

12 verfahren nach Anspruch 1 oder nach einem der Anspruche 
3-11, dadurch gekennzeichnet, dafl als negative KontroUen vor 
der Amplifizierungsreaktion mit der zu untersuchenden Probe 
keine reverse Transkriptionsreaktion durchgefuhrt wxrd 
und/oder anstelle der Korperf liissigkeit Wasser eingesetzt 
wird. 

13 verfahren nach einem der Anspruche 1-12, dadurch 
gekennzeichnet, dafi zur Amplif izierung folgende 
Oligonukleot id-Primer verwendet werden: 

5' CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3' (hTRTl) und/oder 
5' GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3' (hTRT2), 

wobei hTRTl und/oder hTRT2 gegebenenf alls eine 
Promotorsequenz fiir eine RNA-Polymerase enthalt. 

14 verfahren nach einem der Anspruche 1-13, durch 
gekennzeichnet, dafi zur Amplif izierung eine DNA-Polymerase 
Oder eine RNA-Polymerase verwendet wird. 

15 verfahren nach einem der Anspruche 1-14, dadurch 
gekennzeichnet, dali im Falle der Amplif izierung mit der DNA- 
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polymerase die Polymerase-Kettenreaktion (PGR) und im Falle 
der Amplifizierung mit der RNA- Polymerase die isothermale 
Nukleinsauresequenz-basierende Amplif ikat ion ( NASBA) 

durchgefiihrt wird- 

16 Verfahren nach einem der Anspriiche 1-15, dadurch 
gekennzeichnet, dafi es sich bei der zu untersuchenden Probe 
um Blut handelt, und daB aus der zu untersuchenden Blutprobe 
Stammzellen und/oder aktivierte Inm,unzellen vorzugswexse 
mittels Immunabsorption abgereichert werden. 

17 verfahren nach einem der Anspruche 1-16, dadurch 
gekennzeichnet, dafl es sich bei der zu untersuchenden Probe 
um Blut handelt, und da/5 aus der zu untersuchenden Blutprobe 
die Tumorzellen vorzugsweise mittels Inununabsorption 

angereichert werden. 

^e'-'^ VeShren ^nacr -e Anbpruche" 1-17, dadurch^- 

gekennzeichnet, dafi die in der Probe enthaltenen Zellen unter 
Konditionen kultiviert werden, die fiir Telomerase-posxtive 
Nicht-Tumorzellen ungunstig, jedoch fiir vorhandene 
Tumorzellen giinstig sind. 

19. verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die Dauer der Kultivierung so bemessen ist, dafi Nicht- 
Tumorzellen absterben und Tumorzellen uberleben. 

20. verfahren nach einem der Anspruche 1-19, worin zur 
Anreicherung der Tumorzellen ein Zellseparationsmedium m.t 
der Korperfliissigkeit iiberschichtet und zentrif ugiert wxrd, 
dadurch gekennzeichnet, dafl das zellseparationsmedium eine 
Dichte im Bereich von 1,055 bis < 1,070 g/ml aufweist. 

21. verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das zellseparationsmedium eine Dichte im Bereich von 1,060- 
1,067 g/ml und bevorzugt von etwa 1,065 g/ml aufweist. 
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22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Zentrif ugation bei ca. 1.000 x g uber 
ca. 30 Minuten durchgefuhrt wird. 

23 verfahren nach einem der AnsprUche 20-22, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das Zellseparationsmedium PercoU oder 
Ficoll ist. 

24 verfahren nach einem der Anspruche 20-23, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Korperf liissigkeit vor den, 
Uberschichten eine oder mehrere Substanzen zugegeben werden, 
die eine Aggregation von Thrcbozyten an Tumorzellen 
verhindern, und/oder die Korperf liissigkeit vor dem 
tiberschichten von Substanzen befreit wird, die exne 
Aggregation von Thrombozyten an Tumorzellen fordern. 

25. verfahren nach einem der Anspruche 20-24, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Korperf lussigkeit peripheres Blut 



ist 
26 



... verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das periphere Blut in einer gerinnungshemmenden Substanz 
abgenonunen und vor dem iiberschichten des 

Zellseparationsmediums mit einem Verdunnungsmedium bevorzugt 
im Verhaltnis von ca. 1:1 verdiinnt wird. 

27. verfahren nach Anspruch 25 oder 26, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das periphere Blut venoses oder 
arterielles Blut ist. 

28 verfahren nach einem der Anspruche 20-24, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Korperf lussigkeit ausgewahlt ist aus 
Lymphe, Urin, Exsudaten, Transudaten, Spinalf lussxgkext , 
Samenf lussigkeit, Speichel, Fliissigkeiten aus naturlichen 
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Oder unnaturlichen Korpiihohlen, Knochenr.ark und 

dispergiertem Korpergewebe. 

29 verfahren nach einen. der Anspriiche 20-28, dadurch 
gekennzeichnet, dafl das Zentrifugationsgef afi nach der 
Zentrifugation und vor der Abnahme der an Tumorzellen 
angereicherten Interphase stark abgekuhlt wird, um ein 
Vermischen der Zellen in den verschiedenen Schichten zu 
verhindern. 

30. verfahren nach einem der Anspriiche 20-29, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Zentrifugation in einem Gefa/i 
durchgefuhrt wird, das durch eine porose Barriere, einen 
Filter Oder ein Sieb in ein oberes und ein unteres 
Kompartiment geteilt ist, wobei das Zellsuspensionsmedium im 
unteren Kompartiment vorgelegt und die Korperf lussigke.t in 
das obere Kompartiment eingebracht wird. 

31 verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die porose Barriere, der Filter oder das Sieb eine Dicke von 
1-10 mm, vorzugsweise ca. 5 mm aufweisen. 

32. verfahren nach Anspruch 30 oder 31, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die porose Barriere, der Filter oder das 
Sieb eine Porengrofie von 20-100 ^xm, vorzugsweise 20-30 Mm 
aufweisen. 

33. verfahren nach einem der Anspriiche 30-32, dadurch 
gekennzeichnet, daB die porose Barriere, der Filter oder das 
Sieb aus einem hydrophoben Material bestehen oder mit exnem 
hydrophoben Material beschichtet sind. 

34. verfahren nach einem der Anspruche 20-33, dadurch 
gekennzeichnet, dafl das Zellseparationsmedium einen Farbstoff 
enthalt, der das Zellseparationsmedium von der 
daruberliegenden Korperf lussigkeit farblich unterscheidbar 
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inacht und dadurch die Lokalisation der Interphase 
vereinf acht . 

35. verfahren nach einem der Anspriiche 1-34, dadurch 
gekennzeichnet, dafi es sich bei der zu untersuchenden Probe 
um Blut handelt, und dafi bei dem genannten Verfahren zum 
einen eine venose Blutprobe und zum anderen eine arterielle 
Blutprobe untersucht wird und die Ergebnisse miteinander 
verglichen werden. 

36. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-35, dadurch 
gekennzeichnet, dafi es sich bei der zu untersuchenden Probe 
um Blut handelt, und dafi bei dem genannten Verfahren zum 
einen eine Blutprobe aus der Fingerkuppe und zum anderen eine 
venose oder arterielle Blutprobe untersucht wird und die 
Ergebnisse miteinander verglichen werden. 

37. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-36, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Tumorzellen von Metastasen, 
vorzugsweise Mikrometastasen, maligner Tumore stammen. 

38. Verfahren nach einem der Anspruche 1-37, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Tumorzellen aus einer Gruppe von 
Zellen metastasierender Tumoren und/oder Neoplasien 
ausgewahlt werden, die von einem T-2ell-Lymphoblastom, T- 
Zell-Leukamiezellen, chronisch myeloische Leukamiezellen, 
akute lymphatische Leukamiezellen, chronisch lymphatische 
Leukamiezel len , Teratokarz inom , Melanom , Lungenkar z inom , 
Dickdarmkrebs, Brustkrebs, Leberzellkarzinom, Nierentumor, 
Nebennierentumor, Prostatakarzinom, Neuroblastom, 
Gehirntumor, Rhabdomyosarkom, Leiomyosarkom und/oder Lymphom 
abstammen . 



PCT/EP99/00716 

WO 99/40221 

53 

39. Oligonukleotid-Primer mit der Sequenz 

5' CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3' (hTRTl) und/oder 
5' GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3' (hTRT2), 

wobei hTRTl und/oder hTRT2 gegebenenf alls zusatzlich eine 
Promotorsequenz fiir eine RNA-Polymerase enthalten konnen. 

40. Oligonukleotid-Sonde mit der Sequenz 

5' CGTTCTGGCT CCCACGACGT AGTC 3' (hTRTo) 

und/oder die entsprechende reverse ko.plementare Sequenz 
davon . 

41. Kit zur Quantifizierung von Tumorzellen in einer 
Korperflussigkeit, enthaltend: 

(a)" ein Oligonukleotid-Primerpaar zur spezifischen 
Amplifizierung von Telomerase-kodierender Nukleinsaure . 

42 Kit nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet , dafi das 
Oligonukleotid-Primerpaar gemaR (a) folgende Sequenzen hat: 

5- CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 3' (hTRTl) und/oder 
5' GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 3' (hTRT2), 

wobei hTRTl und/oder hTRT2 gegebenenfalls eine 
Promotorsequenz fur eine RNA-Polymerase enthalt. 

43. Kit nach einem der Anspruche 41 oder 42, dadurch 
gekennzeichnet, daB er zusatzlich (b) eine Standard- 
Nukleinsaure bzw. Standard-Nukleinsauren zur Co-AmpUf .kat.on 

enthalt. 
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4, Kit nach eine. der' AnsprUche 41-43, dadurch 

•'^»^ir^h, pin markiertes 
gekennzeichnet, daii er M^vioinsaure 

ae/zu b«timn,enden Probe und/cder ei. cder .ehrer. marK.ert. 
OXigonuUeotide zu. Na^hweis der .o-a„pUf izi.rten S a d - 
NuWexnsaure bzw. standard-NukleinsSuren enthalt, 
insbesondera ein Oligonukleotid mit der Sequenz: 

5. CGTTCTGGCT CCCACGACGT AGTC 3' (hTRT o) 

und/oder die entsprechende reverse Ro.plementSre Seqaenz 

davon . 

,5 Kit nach eine„ der Anspriiche 41-44, d.durch 

.ennzeichnet, da« er zus.tzlic. eine reverse 
Lne DNA-Poiy.erase, vorzuqsweise eine ^-^"^"Z^;";;;^;^ ; 
D«ase .nd/oder geeignete P.££er und gegebenenf alls .ark.erte 
«„.lectide und gegebenenfalls zur ^ 
Sta™.zellen nnd/oder aRtivierten I^unzellen und oder 
Anreicherung von Tumorzellen geeignete Hittel enthalt. 

46 Kit nach eine. der Anspriiche 41-45, dadurch 
.enn ichnet, da» er zus.tzlich eine reverse «^"-"P-- 

Lne R„A-Poly™erase, vorzugsweise eine T7 
eine RNase H, eine DNase und/oder gee.gnete Pufer und 
gegebenenfalls .narkierte Nucleotide und ^-Sebenenfalls ur 
Lreicherung von Sta^zellen und/oder a.tivierten I--- - 
und/oder zur Anreicherung von Tumorzellen geeignete Mattel 

enthalt. 

di-4fi dadurch 

47 Kit nach einem der Anspruche 41 46, 

ge.ennzeichnet. da» er zus.tzlich -Iseparat.on^d.u. 

das eine Dichte im Bereich von 1,055 bis . 

r umfafit sowie gegebenenf alls 

aufweist, umiant, 

Zentrif ugationsgef aJi . 



ein 
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48 Kit nach Anspruch 47, worin das Zellseparationsmediun, 
eine Dichte im Bereich von 1,060 bis 1,057 g/ml und 
vorzugsweise von etwa 1,065 g/ml aufweist. 

49 Kit nach einem der Anspriiche 47 oder 48, worin das 
Zentrifugationsgefafl eine porose Barriere, einen Filter oder 
ein Sieb mit einer Dicke von 1-10 mm, vorzugsweise ca. 5 mm 
aufweist, die das Zentrifugationsgefafl in ein oberes und exn 
unteres Kompartiment unterteilen. 

50. Kit nach Anspruch 49, worin die porose Barriere, der 
Filter Oder das Sieb eine Porengrofle von 20-100 m. 
vorzugsweise 20-30 jim aufweisen, 

51. Kit nach Anspruch 49 oder 50, worin sich das 
Zellseparationsmedium im unteren Kompartiment des 
Zentrifugationsgefafles befindet. 
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1 rri.rrGCr'GC GTCC^GCTGC GCACGTGGGA AGCCCTGGCC CCGGCCACCC CCGCGATGCC 
k\ -icS?-?? CGc5aCCGAG CCGTGCGCTC CCTGCTGCGC AGCCACTACC GCGAGGTGCT 
^?P?r^-- ^CG^-CGTCC GGCGCCTGGG GCCCCAGGGC TGGCGGCTGG TGCAGCGCGG 
S?ArrS'^- Sc-"CCGCG CGCTGGTGGC CCAGTGCCTG GTGTGCGTGC CCTGGGACGC 
Ia^ ^iirrP^- ?caaaCGCCC CCTCCTTCCG CCAGGTCTCC TGCCTGAAGG AGCTGGTGGC 

?ni ?rG'S?^-3 caSgSctgt gcgagcgcgg cgcgaagaac gtgctggcct tcggcttcgc 

I V; C^TGC^^i SaScCCGCG GGGGCCCCCC CGAGGCCTTC ACCACCAGCG TGCGCAGCTA 

Hi ^Ic^^c S^tcSg aScXctgcg ggggagcggg gcgtgggggc tgctgctgcg 
tV; rrJ-GT^- gaSAcctgc tggttcacct gctggcacgc tgcgcgctct ttgtgctggt 
55i ri?-??S^ ?^gSctIcc aggtctgcgg gccgccgctg taccagctcg gcgctgccac 
loi SaScS^ ????CGCCAC acgctagtgg accccgaagg cgtctgggat gcgaacgggc 
661 SgqaaSt agcgtcaggg aggccggggt ccccctgggc ctgccagccc cgggtgcgag 

GGCAGTGCCA GCCGAAGTCT GCCGTTGCCC AAGAGGCCCA GGCGTGGCGC 

ill ?g?Sc?^5Xg SkaS^ga Egcccgttgg GCAGGGGTCC tgggcccacc cgggcaggac 
ll\ ?Jr?^'S" agtgaccgtg gtttctgtgt ggtgtcacct gccagacccg ccgaagaagc 
Toi S????^S GA^?§c^ ?Sctggcac gcgccactcc cacccatccg tgggccgcca 

q2i rilrrlc?-- GGCCCCCCAT CCACATCGCG GCCACCACGT CCCTGGGACA CGCCTTGTCC 

in?^ Scc^G-'^c ^cgXgacca agScttcct ctactcctca ggcgacaagg agcagctgcg 
iSai ^ccT??-c cSc^Sgct ctctgaggcc cagcctcact ggcgctcgga ggctcgtgga 
nil ctgggtt:cca ggccctcgat gccagggact ccccgcaggt tgccccgcct 

j-iJJ- ^^IX^y^ TACTGGCAAA TGCGGCCCCT GTTTCTGGAG CTGCTTGGGA ACCACGCGCA 

ilV; pSgcS^^'c ^?Sctcc tcaagacgca ctgcccgctg cgagctgcgg tcaccccagc 
iltl aSc^^g-c ?^Jccggg agaagcccca gggctctgtg gcggcccccg aggaggagga 
illl ?S'Sc?- ?gtcgcctgg tgcagctgct ccgccagcac agcagcccct ggcaggtgta 
mi SS-to-g cgggcctgc? tgcgccggct ggtgccccca ggcctctggg gctccaggca 

rrr^-^CTCA GGAACACCAA GAAGTTCATC TCCCTGGGGA AGCATGCCAA 
nil ^C-S^-G CA^AaScA SSgAT GAGCGTGCGG GACTGCGCTT GGCTGCGCAG 
illi gScccaggg GTTGGCTGTG TTCCGGCCGC AGAGCACCGT ctgcgtgagg agatcctggc 
ill\ SJgt?cc^ cactggctga tgagtgtgta cgtcgtcgag ctgctcaggt ctttctttta 

Sli 1^^^ SI s 
Isss s 

nil S^^C CGCAGAGAAA AGAGGGCCGA GCGTCTCACC TCGAGGGTGA AGGCACTGTT 

Hi? 

IMi SSS^ Tc^^ ?c^--^ 

--01 mpp-miT'"-' GTGGTCCAGA AGGCCGCCCA TGGGCACGTC CGCAAGGCCT TCAAtAUt-t^ 
cST'g'c^S- ??SciGACC TCCAGCCGTA CATGCGACAG TTCGTGGCTC ACCTGCAGGA 
S?CAGCa^5 J?GA^A?G CCGTCGTCAT CGAGCAGAGC TCCTCCCTGA ^^^g 
nA^^^ r^r'^nrrr'^^ TTCGACGTCT TCCTACGCTT CATGTGCCAC CACGCCGTGC ^^f^^^^f^^ 
11" ^^^'^ GTC^^aS AGGGGITCCC GCAGGGCTCC ATCCTCTCCA ??5TSSS? 

iii^ ssss s?fc 

ISi SiSSS S???S|c GAGGTGTCCC TGJGT»«C T=c™ ACTTGC^ 

ii gn iiis ii^c- 

2941 CGGC^C-iG GCTGGGAGGA ACATGCGTCG CAAACTC.TT GGGGT^-i^*- rra&rATrTA 
3001 TCACAGCC-G ^TCTGGATT TGCAGGTGAA CAGCCTCCAG ACGGTGTGCA CCAACATCTA 
3^61 SaGAtJc-C CraCTGCAGG CGTACAGGTT TCACGCATGT GTGCT^GC TCCC^TTCA 
3121 TCAGCAAG- TGGAAGAACC CCACATTTTT CCTGCGCGTC ATCTCTGACA CGGCCTCCCT 
nil ?5S??^Taa A??CTGAAAG CCAAGAACGC AGGGATGTCG CTGGG^CA AGGGCGCCGC 

lltl ^GfcS fG?a?g^?? aSS 'C^I^TCO CCCAGACGCA 
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rcTCAG'-CGS AAGCTCCCGG GGACGACGCT GACTGCCCT.:; GAGGCCGCAG CCAACCCGGC 

lit} gact^caaS ccatcctgga ctgatggcca cccgcccaca gccaggccga 

nil GAgSS^^C SgSSSS GTCACGCCGG GCTCTACGTC CCAGGGftGGG AGGGGCGGCC 

AaI ?ArS?^ cccgSccgc tgggagtctg aggcctgagt gagtgtttgg ccgaggcctg 
llol SS?cc^ tcSSctS S?Sccggct gaggcctgag cgagtgtcca gccaagggct 
SI?gt--^g cacacctgcc gtcttcactt ccccacaggc tggcgctcgg ctccacccca 

i^i ikis aSSSS ^g?sSc^ ?s 

^sss 

alei G^GT^r ^aotaaaa tactgaatat ATGAGrnrr cagttttgaa aaaaa 
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Ka«lycische un«rei.>heit aer menschlichen Telomsrase, 

■ ' g<aqu eil2 ( 5" -3) 

Name ' 

CTACCGGAAGAGTGTCTGGAGCAAGTTGCAAAGC 

tiTRT 1 5gcataccgacgcacgcagtacgtgttctg 

hTRT 2 cgTTCTGGCTCCCACGACGTAGTC 



T-Zell-Rezeptor: 



Name 

TCR 1 
TCR 2 



Seauenz (5" -3) 

GAGGTCGCTGTGTTTGAGCCATCAGAAG 
GATCTCATAGAGGATGGTGGCAGACAG 



p-Aktin: 



Act 1 
Act 2 



Seauenz (5' "3) 

GATGATGATATCGCCGCGCTCGTC 
CTCAAACATGATCTGGGTCATCTTC 




Abb. 6 
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VoUblut/FicoU-isolierte PBMC 

rwie Phenol/Chloroform oder 
Silicagelsaule 



1 



total RNA 

Menge RNA die einem 
1 bestimmten Vol. (z.B. 1 ml ) 
X Vollblut entspricht 



Buffer: 100 mM Tris/Cl, DNase-Verdau 

PH 8.3 30'/37»C, lO'/75°, 10"/90°C 

5 mM MgCl2 
1 mM dNTP-Mix 
2.5 mM Random Hexamer 
4U Rnase-freie DNase 
40U RNase Inhibitor 
in 36 >Jil Volumen 

. .. Probe (18 Ml) - -Negativ-KontrolledSfU) 

I I + 4 ul DEPC wasser 

+ SOU MuLV RT 1 « 

+ 40U Rnase Inhibitor T " 

Reverse Traskriptase Reaktion 

I j 30'/42°C, 5-/99° 



cDNA (cDNA) 

I A 



Buffer: 



100 mM Tris/Cl, PCR-Reaktion » 

pH 8.3 

50 mM KCl 1 
2 mM MgCl2 ▼ 
200 ^M dNTP-Mix 

2.5U AmpliTaq DNA Analyse/Quantifizierung 

Polymerase 
300 mM je Primer 
in 25 nl Volumen 



1) PCR-Konditionen: 



15"/9 



7OC(l5-797OC,30-770:c,-0 5:c/cy^^^^^^ 
l5"/94°C,30"/65°C,-0.5 C/cycie, 

(15"/94^C,30"/50»C,30"(ext.l5 /^V^^^ ' ' % . /^Jj^C 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE INFORMATION: 

ANMELDER: 

(A) NAME: Dr. Dr. Michael Dahm 

(B) STRASSE: Gleiinstr.2 

(C) ORT: Miinchen 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLEITZAHL: 81677 

ANMELDETITEL: ^^^^^ • ,,,^,3, Bestirnmung 

von Tumorzellen in einer Korperflus- 
sigkeit und dazu geeignete Testkits 

ANZAHL DER SEQUENZEN: 10 

COMPUTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy Disk 
B) COMPUTER: IBM PC compatible 
C BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 
D SOFTWARE: PADAT Sequenzmodul Version l.u 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

/i\ SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 
^ (A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
CTACCGGAAG AGTGTCTGGA GCAAGTTGCA AAGC 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 
" - /C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
GGCATACCGA CGCACGCAGT ACGTGTTCTG 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 
^ (A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3; 
ACCCAGAGGT TCTTTGAGTC 
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2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID 
TCTGATAGGC AGCCTGCACT 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID 
GATGATGATA TCGCCGCGCT CGTC 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
CTCAAACATG ATCTGGGTCA TCTTC 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 28 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID 
GAGGTCGCTG TGTTTGAGCC ATCAGAAG 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 
■• " '(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 
GATCTCATAG AGGATGGTGG CAGACAG 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
CGTTCTGGCT CCCACGACGT AGTC 
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2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10: 



(2) 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 4015 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

GCAGCGCTGC GTCCTGCTGC GCACGTGGGA AGCCCTGGCC CCGGCCACCC CCGCGATGCC 60 
GCGCGCTCCC CGCTGCCGAG CCGTGCGCTC CCTGCTGCGC AGCCACTACC GCGAGGTGCT 120 
GCCGCTGGCC ACGTTCGTGC GGCGCCTGGG GCCCCAGGGC TGGCGGCTGG TGCAGCGCGG 180 
GGACCCGGCG GCTTTCCGCG CGCTGGTGGC CCAGTGCCTG GTGTGCGTGC CCTGGGACGC 240 
ACGGCCGCCC CCCGCCGCCC CCTCCTTCCG CCAGGTGTCC TGCCTGAAGG AGCTGGTGGC 300 
CCGAGTGCTG CAGAGGCTGT GCGAGCGCGG CGCGAAGAAC GTGCTGGCCT TCGGCTTCGC 360 
GCTGCTGGAC GGGGCCCGCG GGGGCCCCCC CGAGGCCTTC ACCACCAGCG TGCGCAGCTA 420 
CCTGCCCAAC ACGGTGACCG ACGCACTGCG GGGGAGCGGG GCGTGGGGGC TGCTGCTGCG 480 
CCGCGTGGGC GACGACGTGC TGGTTCACCT GCTGGCACGC TGCGCGCTCT TTGTGCTGGT 540 
GGCTCCCAGC TGCGCCTACC AGGTGTGCGG GCCGCCGCTG TACCAGCTCG GCGCTGCCAC 600 
TCAGGCCCGG CCCCCGCCAC ACGCTAGTGG ACCCCGAAGG CGTCTGGGAT GCGAACGGGC 660 
CTGGAACCAT AGCGTCAGGG AGGCCGGGGT CCCCCTGGGC CTGCCAGCCC CGG6TGCGAG 720 
GAGGCGCGGG GGCAGTGCCA GCCGAAGTCT GCCGTTGCCC AAGAGGCCCA GGCGTGGCGC 780 
TGCCCCTGAG CCGGAGCGGA CGCCCGTTGG GCAGGGGTCC TGGGCCCACC CGGGCAGGAC 840 
GCGTGGACCG AGTGACCGTG GTTTCTGTGT GGTGTCACCT GCCAGACCCG CCGAAGAAGC 900 
CACCTCTTTG GAGGGTGCGC TCTCTGGCAC GCGCCACTCC CACCCATCCG TGGGCCGCCA 960 
GCACCACGCG GGCCCCCCAT CCACATCGCG GCCACCACGT CCCTGGGACA CGCCTTGTCC 1020 
CCCGGTGTAC GCCGAGACCA AGCACTTCCT CTACTCCTCA GGCGACAAGG AGCAGCTGCG 1080 
GCCCTCCTTC CTACTCAGCT CTCTGAGGCC CAGCCTGACT GGCGCTCGGA GGCTCGTGGA 1140 
6ACCATCTTT CTGGGTTCCA GGCCCTGGAT GCCAGGGACT CCCCGCAGGT TGCCCCGCCT 1200 
GCCCCAGCGC TACTGGCAAA TGCGGCCCCT GTTTCTGGAG CTGCTTGGGA ACCACGCGCA 1260 
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OTCCCCCTAC OCGGTOCTCC TCAAGAC3CA CT3CCCGCTG CGAGCTGC30 TCACCCCAGC 1320 
AGCCGGTGTC TGTGCCCGGG AGAAGCCCCA GGGCTCTGTG GCGGCCCCCG AGGAGGAGGA 1380 
CACAGACCCC CGTCGCCTGG TGCAGCTGCT CCGCCAGCAC AGCAGCCCCT GGCAGGTGTA 1440 
CGGCTTCGTG CGGGCCTGCC TGCGCCGGCT GGTGCCCCCA GGCCTCTGGG GCTCCAGGCA 1500 
CAACGAACGC CGCTTCCTCA GGAACACCAA GAAGTTCATC TCCCTGGGGA AGCATGCCAA 1560 
OCTCTCGCTG CAGGAGCTGA CGTGGAAGAT GAGCGTGCGG GACTGCGCTT GGCTGCGCAG 1«0 
OAGCCCAGGG GTTGGCTGTG TTCCGGCCGC AGAGCACCGT CTGCGTGAGG AGATCCTGGC 1«0 
CAAGTTCCTG CACTGGCTGA TGAGTGTGTA CGTCGTCGAG CTGCTCAGGT CTTTCTTTTA 1740 
TGTCACGGAG ACCACGTTTC AAAAOAACAG CCTCTTTTTC TACCGGAAGA GTGTCTGGAG ISOO 
CAAGTTGCAA AGCATTGGAA TCAGACAGCA CTTGAAGAGG GTGCAGCTGC GGGAGCTGTC 1860 
--OGAAGCAGAG GTCAGGCAGC ATCGGGAAGC CAGGCCCGCC CTGCTGACGT CCAGACTCCG 1920 
CTTCATCCCC AAGCCTGACG GGCTGCGGCC GATTGTGAAC ATGGACTACG TCGTGGGAGC 1980 
CAGAACGTTC CGCAGAGAAA AGAGGGCCGA GCGTCTCACC TCGAGGGTGA AGGCACTGTT 2040 
CAGCGTGCTC AACTACGAGC GGGCGCGGCG CCCCGGCCTC CTGGGCGCCT CTGTGCTGGG 2100 
CCTGGACGAT ATCCACAGGG CCTGGCGCAC CTTCGTGCTG CGTGTGCGGG CCCAGGACCC 2160 
OCCGCCTGAG CTGTACTTTG TCAAGGTGGA TGTGACGGGC GCGTACGACA CCATCCCCCA 2220 
.GACAGGCTC ACGGAGGTCA TCGCCAGCAT CATCAAACCC CAGAACACGT ACTGCGTGCG 2280 
TCGGTATGCC GTGGTCCAGA AGGCCGCCCA TGGGCACGTC CGCAAGGCCT TCAAGAGCCA 2340 
CGTCTCTACC TTGACAGACC TCCAGCCGTA CATGCGACAG TTCGTGGCTC ACCTGCAGGA 2400 
OACCAGCCCG CTGAGGGATG CCGTCGTCAT CGAGCAGAGC TCCTCCCTGA ATGAGGCCAG 2460 
CAGTGGCCTC TTCGACGTCT TCCTACGCTT CATGTGCCAC CACGCCGTGC GCATCAGGGG 2520 
CAAGTCCTAC GTCCAGTGCC AGGGGATCCC GCAGGGCTCC ATCCTCTCCA CGCTGCTCTG 2580 
CAGCCTGTGC TACGGCGACA TGGAGAACAA GCTGTTTGCG GGGATTCGGC GGGACGGGCT 2640 
GCTCCTGCGT TTGGTGGATG ATTTCTTGTT GGTGACACCT CACCTCACCC ACGCGAAAAC 2700 
CTTCCTCAGG ACCCTGGTCC GAGGTGTCCC TGAGTATGGC TGCGTGGTGA ACTTGCGGAA 2760 
GACAGTGGTG AACTTCCCTG TAGAAGACGA GGCCCTGGGT GGCACGGCTT TTGTTCAGAT 2820 
GCCGGCCCAC GGCCTATTCC CCTGGTGCGG CCTGCTGCTG GATACCCGGA CCCTGGAGGT 2880 
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GCAGAGCGAC TACTCCAGCT ATGCCCGGAC CTCCATCAGA GCCAGTCTCA CCTTCAACCG 2940 
CGGCTTCAAG GCTGGGAGGA ACATGCGTCG CAAACTCTTT GGGGTCTTGC GGCTGAAGTG 3000 
TCACAGCCTG TTTCTGGATT TGCAGGTGAA CAGCCTCCAG ACGGTGTGCA CCAACATCTA 3060 
CAAGATCCTC CTGCTGCAGG CGTACAGGTT TCACGCATGT GTGCTGCAGC TCCCATTTCA 3120 
TCAGCAAGTT TGGAAGAACC CCACATTTTT CCTGCGCGTC ATCTCTGACA CGGCCTCCCT 3180 
CTGCTACTCC ATCCTGAAAG CCAAGAACGC AGGGATGTCG CTGGGGGCCA AGGGCGCCGC 3240 
CGGCCCTCTG CCCTCCGAGG CCGTGCAGTG 6CTGTGCCAC CAAGCATTCC TGCTCAAGCT 3300 
GACTCGACAC CGTGTCACCT ACGTGCCACT CCTGGGGTCA CTCAGGACAG CCCAGACGCA 3360 
GCTGAGTCGG AAGCTCCCGG GGACGACGCT GACTGCCCTG GAGGCCGCAG CCAACCCGGC 3420 
ACTGCCCTCA GACTTCAAGA CCATCCTGGA CTGATGGCCA CCCGCCCACA GCCAGGCCGA 3480 
GAGCAGACAC CAGCAGCCCT GTCACGCCGG GCTCTACGTC CCAGGGAGGG AGGGGCGGCC 3540 
CACACCCAGG CCCGCACCGC TGGGAGTCTG AGGCCTGAGT GAGTGTTTGG CCGAGGCCTG 3600 
CATGTCCGGC TGAAGGCTGA GTGTCCGGCT GAGGCCTGAG CGAGTGTCCA GCCAAGGGCT 3660 
GAGTGTCCAG CACACCTGCC GTCTTCACTT CCCCACAGGC TGGCGCTCGG CTCCACCCCA 3720 
GGGCCAGCTT TTCCTCACCA GGAGCCCGGC TTCCACTCCC CACATAGGAA TAGTCCATCC 3780 
CCAGATTCGC CATTGTTCAC CCCTCGCCCT GCCCTCCTTT GCCTTCCACC CCCACCATCC 3840 
AGGTGGAGAC CCTGAGAAGG ACCCTGGGAG CTCTGGGAAT TTGGAGTGAC CAAAGGTGTG 3900 
CCCTGTACAC AGGCGAGGAC CCTGCACCTG GATGGGGGTC CCTGTGGGTC AAATTGGGGG 3960 
GAGGTGCTGT GGGAGTAAAA TACTGAATAT ATGAGTTTTT CAGTTTTGAA AAAAA 4015 
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(57) Abstract 

The invention relates to a method for quantitatively analyzing tumor cells in a body fluid. According to the inventive method, the 
test sample to be examined is first subjected to a method for accumulating or depleting tumor cells, and a reaction is earned out on the 
accumulated or depleted tumor cells. During the reaction, the mRN A which codes for the catalytic subunit of the telomerase is specifically 
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(57) Zusammenfassung 

Offenbart wird ein Verfahren zur Quaniifizierung von Tumorzeilen in einer KOrperflussigkcit. bei dem zuerst die zu untersuchcndc 
Probe einem Verfahren zur An- bzw. Abreicherung von Tumoraellen untcrzogen wird und an den angcreicherten bzw. abgcrcicherten 
Tumoaellen eine Reaklion durchgefiihrt wird. bei der die fiir die katalytische Untereinheit der Telomerase kodierende mRNA spezifisch 
amplifiziert wird. und anschliefiend die Menge an amplifizierter Nukleinsaure quantitativ bestimmt wird sowie dazu geeignete Testkits. 
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